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1.1 Kardiale Hypertrophie 
Kardiovaskuläre Erkrankungen und Ereignisse bilden in Deutschland die mit Abstand häufigste To-
desursache (21,2%) (Statistisches Bundeasamt, 2014). Aufgrund ihrer hohen Prävalenz fallen hier die 
meisten Gesundheitsausgaben an (22,5%) (Statistisches Bundeasamt, 2016). 
Ein bedeutender Risikofaktor kardiovaskulärer Erkrankungen ist die linksventrikuläre Hypertrophie 
(LVH). Sie kann sowohl zu Herzinsuffizienz als auch zu koronarer Herzkrankheit, Schlaganfall, Ar-
rhythmien und plötzlichem Herztod führen und erhöht das Sterberisiko um das 2-4-fache (Artham 
et al., 2009). Studien zeigen, dass die Prävention oder sogar Regression der LVH die kardiovaskuläre 
Morbidität und Mortalität senkt und belegen somit die außerordentliche Bedeutung der LVH als the-
rapeutischen Ansatz (Mathew et al., 2001; Prineas et al., 2001; Schmieder et al., 1989), vor allem mit 
Blick auf deren hohe Prävalenz und sozioökonomische Relevanz. 
Der Begriff Hypertrophie stammt aus dem Griechischen (hypér: über + trophḗ: Nahrung, Ernährung, 
Wachstum) und beschreibt in der Medizin die Vergrößerung eines Organs oder Gewebes aufgrund 
der Vergrößerung der einzelnen Zellen bei jedoch gleichbleibender Anzahl der Zellen. Bei kardialer 
Hypertrophie handelt es sich folglich um die Steigerung der myokardialen Masse, wobei das Wachs-
tum des postnatalen Herzens eng mit dessen funktioneller Belastung verknüpft ist (Bernardo et al., 
2010). Somit ist die kardiale Hypertrophie ein adaptiver Prozess für eine Vielzahl physiologischer und 
pathologischer Bedingungen, mit dem Versuch biomechanischen Stress zu optimieren und die 
Pumpleistung des Herzens aufgrund der gesteigerten hämodynamischen Belastung zu normalisie-
ren. Da Kardiomyozyten nur begrenzt proliferieren können, ist es nicht verwunderlich, dass die Ver-
größerung der Kardiomyozyten, also die Hypertrophie, die dominante zelluläre Reaktion auf hämo-
dynamische Belastung oder myokardialen Schaden darstellt (Diwan und Dorn, 2007; Rohini et al., 
2010). Hypertrophes Wachstum des Herzens kann physiologischen und pathologischen Ursachen 
zugrunde liegen. Physiologische Hypertrophie tritt in gesunden Individuen, z. B. bei andauerndem 
physischem Training, auf und führt nicht zu kardialem Schaden. Pathologische Hypertrophie entwi-
ckelt sich bei chronischer Hypertonie, Myokardinfarkten oder Aortenklappenstenosen. Obwohl die 
Vergrößerung des Herzens zunächst auch einen wirkungsvollen kompensatorischen Mechanismus 
darstellt, geht die pathologische Hypertrophie mit einem Verlust der linksventrikulären Funktion 
einher und stellt so einen unabhängigen Risikofaktor für Herzinsuffizienz dar. Die Herzinsuffizienz 
selbst wird allgemein definiert als eine Bedingung, bei der die Auswurfleistung des Herzens nicht 
mehr der metabolischen Nachfrage des Organismus nachkommt, und ist eine letale Erkrankung 
(Barry et al., 2008; Diwan und Dorn, 2007; Ponikowski et al., 2016). Auf zellulärer Ebene geht die kar-
diale Hypertrophie mit einer Vergrößerung des Umfangs der Kardiomyozyten einher. Dies ist ver-





pathologischer Hypertrophie ist dies zusätzlich assoziiert mit der Expression von immediate early ge-
nes (IEGs) und der Aktivierung des sogenannten fetalen Gen-Programms, was schließlich verbunden 
ist mit Inflammation, Fibrose und damit einhergehend Wandsteifigkeit des Herzens (Rohini et al., 
2010; Samak et al., 2016). Tatsächlich können eine primäre und sekundäre Prävention bei LVH durch 
die Behandlung mit Vasodilatatoren/neurohumoralen Inhibitoren (z.B. Angiotensin Converting En-
zyme (ACE)-Hemmer) den klinischen Ausgang unabhängig von der Höhe des Blutdrucks verbessern, 
was die Relevanz einer geeigneten Therapie linksventrikulärer Hypertrophie verdeutlicht (Mathew 
et al., 2001; Schiattarella und Hill, 2015). 
1.1.1 Ursachen und Charakteristika der pathologischen kardialen Hypertrophie 
Ventrikuläre Kardiomyozyten machen neben anderen Zellen des Herzens (z.B. Fibroblasten, En-
dothelzellen, glatte Gefäßmuskelzellen, Mastzellen) zwar nur ein Drittel der Gesamtzahl der Zellen 
aus, sorgen dafür aber für 70-80% der Masse des Herzens (Nag, 1980). Myozyten bestehen aus Mus-
kelfibrillen (Myofibrillen), welche aus Sarkomeren, der kleinsten kontraktilen Einheit des Herzens, 
aufgebaut sind. Das Wachstum der Kardiomyozyten ist von der Initiation verschiedener Ereignisse 
als Reaktion auf die gestiegene Arbeitslast abhängig. So wird die Signalweiterleitung als Antwort auf 
neuroendokrine Faktoren oder über einen Apparat aktiviert, der krankheitsbedingte mechanische 
Dehnungen oder Wandspannungen detektiert (van Berlo et al., 2013). Kardiomyozyten besitzen ei-
nen mechanosensitiven Mechanismus. Hierbei verknüpfen dehnungssensitive Ionenkanäle in der 
Plasmamembran sowie Strukturproteine (Integrine) die extrazelluläre Matrix mit dem Zytoskelett 
der Zelle, aber auch mit Sarkomeren, Calcium-abhängigen Proteinen und dem Zellkern (Bernardo et 
al., 2010; Knoll et al., 2003; Lyon et al., 2015). 
Das Voranschreiten der pathologischen Hypertrophie kann in drei Stadien unterteilt werden: 
(1) Entwicklung der Hypertrophie, in der die Vorlast größer ist als der Auswurf, 
(2) kompensatorische Hypertrophie, bei der das Arbeitslast/Massen-Verhältnis sowie der kardiale 
Auswurf in der Ruhephase ausgeglichen sind und 
(3) die offene Herzinsuffizienz mit ventrikulärer Dilatation und voranschreitendem Verlust der kardi-
alen Auswurfleistung (Meerson, 1961). 
Im ersten Stadium adaptiert das Herz zur Aufrechterhaltung der Pumpfunktion, indem das Myokard 
zu hypertrophieren beginnt. Dies geschieht im Einklang mit dem Laplace‘schem-Gesetz, welches be-
sagt, dass eine erhöhte Wandspannung (K) aufgrund einer erhöhten Arbeitslast (P: transmuraler 
Druck) reduziert werden kann, wenn die Wanddicke (h) größer wird (Diwan und Dorn, 2007; 
Grossman et al., 1975). 









Im zweiten Stadium der kompensatorischen Hypertrophie ist das Verhältnis zwischen Arbeitslast 
und Hypertrophie ausgeglichen. Hier ist das Ausmaß der Hypertrophie relativ reversibel, wenn die 
Mehrbelastung, z.B. durch Therapie der Hypertonie, reduziert wird (Fagard, 1995). 
Eine andauernde hypertrophe Stimulation führt jedoch in das dritte Stadium. Man erreicht den Sta-
tus der irreversiblen Dekompensation. Diese Veränderungen gehen mit Störungen der Calcium-Ho-
möostase und Ionenströme einher. Morphologisch ist dieses Stadium durch erhöhte Apoptose so-
wie Fibrose und im Endstadium Verdünnung der Ventrikelwand und Dilatation der Herzkammer ge-
kennzeichnet (Frey et al., 2004; Hill und Olson, 2008).  
Kardiale Hypertrophie kann abhängig von der Geometrie des Herzens auch in verschiedene Varian-
ten klassifiziert werden (Shimizu und Minamino, 2016). 
Die exzentrische Hypertrophie entwickelt sich durch Volumenüberlastung und zeichnet sich durch 
Addition der Sarkomere in Serie sowie einer Längenzunahme der Kardiomyozyten aus. Sie entwi-
ckelt sich meist während kardialer Erkrankungen wie Myokardinfarkt oder dilatativer Kardiomyopa-
thie und führt sowohl zu einer erhöhten kardialen Masse als auch zu einem vergrößerten Kammer-
volumen (Frey et al., 2004; Shimizu und Minamino, 2016) (Abbildung 1). 
Die konzentrische Hypertrophie geht auf übermäßige Druckbelastung zurück und ist charakterisiert 
durch parallele Addition von Sarkomeren und einer Vergrößerung des Durchmessers der Kardiomy-
ozyten. Man beobachtet hier einen Anstieg der relativen Wanddicke und kardialen Masse mit gerin-
gerem oder unverändertem Kammervolumen. Ursachen sind z.B. arterielle Hypertonie oder Aorten-
klappenstenose (Bernardo et al., 2010; Grossman et al., 1975) (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Morphologische Unterschiede der kardialen Hypertrophie 
Die konzentrische Hypertrophie ist gekennzeichnet durch eine parallele Addition der Sarkomere, was zu einer Verdickung 
der Ventrikelwand führt, wohingegen die exzentrische Hypertrophie durch serielle Addition der Sarkomere mit Dilatation 





Obwohl die pathologische kardiale Hypertrophie einen maladaptiven Prozess darstellt, ist sie hoch-
organisiert und an die jeweiligen Bedürfnisse des Herzens angepasst. Die übermäßige Volumen- 
oder Druckbelastung resultiert in konzentrischer oder exzentrischer Hypertrophie, indem spezifi-
sche intrazelluläre Signalwege aktiviert werden. Diese Mechanismen führen zu einer Veränderung 
des Umfanges der Kardiomyozyten und zwar auf eine Art und Weise, welche am angemessensten 
ist, um die jeweilige spezifische Belastung zu kompensieren (Barry et al., 2008). 
Daraus ergibt sich, dass kardiale Hypertrophie auf zellulärer Ebene allgemein drei aufeinanderfol-
gende Phasen durchläuft: extrazelluläre hypertrophe Stimulation, intrazelluläre Signalweiterleitung 
und Aktivierung nukleärer Ereignisse, welche zur Entwicklung des hypertrophen Phänotypen führen 
(Glennon et al., 1995). Als Antwort auf hypertrophe Stimulation, sei diese hämodynamisch bedingt 
oder angeboren, wird in Kardiomyozyten das fetale Gen-Programm reaktiviert. Dieses stellt eine 
Gruppe von Genen dar, welche normalerweise nur während der Entwicklung des Herzens in der 
Embryogenese exprimiert und deren Expression im adulten Myokardium unterdrückt wird (Barry et 
al., 2008). Der Prozess beginnt mit einer schnellen Aktivierung, innerhalb von 30min, von IEGs, wie 
den Proto-Onkogenen c-fos, c-jun und c-myc, dem Gen für das Hitzeschockprotein Hsp70 sowie dem 
Transkriptionsfaktor Egr1 (Iwaki et al., 1990). Dies führt einige Stunden später zur Induktion von fe-
talen Genen (z.B. atrialer natriuretischer Faktor – ANF (Knowlton et al., 1991), B-Typ natriuretisches 
Peptid – BNP (Nakagawa et al., 1995), β-myosin heavy chain – β-MHC (Waspe et al., 1990), α-Aktin des 
Skelettmuskels (Long et al., 1989)) und im Verlauf weiterer Stunden findet eine Hochregulation der 
Gene von konstitutiv exprimierten kontraktilen Proteinen, wie myosin light chain-2 (MLC-2) (Lee et 
al., 1988) und kardialem α-Aktin, statt (Glennon et al., 1995). Abbildung 2 veranschaulicht diese zeit-
liche Abfolge noch einmal in einem Überblick. 
 
Abbildung 2: Zeitliche Abfolge der Veränderungen in Kardiomyozyten nach anhaltender hypertropher Stimulation 





1.1.2 Mechanismen und Signalwege in kardialer Hypertrophie 
Die Aktivierung biomechanischer und neurohumoraler Mechanismen ist der initiale Schritt zur Ent-
wicklung von Hypertrophie und Herzinsuffizienz (Shimizu und Minamino, 2016). Kardiomyozyten 
exprimieren eine Vielzahl G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs), Rezeptoren mit intrazellulärer 
Tyrosin- oder Serin/Threonin-Kinase Domäne und Glykoprotein (gp) 130 verbundene Rezeptoren. 
Biomechanische Signale werden über interne dehnungssensitive Rezeptoren weitergeleitet. Rezep-
toren leiten mechanische und neurohumorale Signale in die Zellen weiter und koordinieren das hy-
pertrophe Wachstum, indem sie die Genexpression im Zellkern verändern, die Translation von Pro-
teinen vorantreiben und die Degradation der Proteine im Zytoplasma verringern (Heineke und 
Molkentin, 2006; Tham et al., 2015). 
Im Folgenden werden die zentralen Signalwege beschrieben, welche zur Entwicklung kardialer Hy-
pertrophie beitragen. 
 
Abbildung 3: Signalwege in kardialer Hypertrophie 
Neurohumorale Stimulation oder biomechanischer Stress induzieren hypertrophe Signalmechanismen. RTK: Rezeptorty-
rosinkinasen, IGF-1: insulin-like growth factor, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, AKT: Proteinkinase B, mTOR: mammalian tar-
get of rapamycin, GSK3β: Glykogensynthase-Kinase 3, GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, Raf: rapidly accelerated fibro-
sarcoma, MEK: MAP/ERK Kinase, ERK1/2: extrazellulär Signal-regulierten Kinasen 1/2, CaMK: Ca2+/Calmodulin-abhängige 
Proteinkinase, HDAC: Histon-Deacetylase, NFAT: nuclear factor of activated T cells, GATA4: GATA binding protein 4, MEF2: 





1.1.2.1 Initiation von Signalwegen an der Zellmembran 
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen 
Eine prohypertrophe Wirkung in Kardiomyozyten konnte für die Wachstumsfaktoren fibroblast 
growth factor (FGF), transforming growth factor β (TGF-β), insulin-like growth factor (IGF) und platelet-
derived growth factor (PDGF) gezeigt werden (Long, 1996). Dabei sind Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) 
diejenigen Rezeptoren, über welche die meisten Wachstumsfaktoren ihre Effekte ausüben (Ullrich 
und Schlessinger, 1990). 
RTKs sind Zelloberflächenrezeptoren, welche Regulatoren kritischer zellulärer Prozesse, wie Prolife-
ration, Differenzierung, Zellüberleben, Metabolismus, Migration und Zellzykluskontrolle, darstellen. 
Der menschliche Organismus besitzt 58 bekannte RTKs, die in 20 Unterfamilien aufgeteilt werden. 
Alle RTKs haben einen ähnlichen Aufbau: eine Ligandenbindungsdomäne in der extrazellulären Re-
gion, eine transmembran-Helix und einen zytoplasmatischen Teil, welcher die Protein-Tyrosin-
Kinase (PTK)-Domäne und zusätzliche regulatorische Sequenzen enthält, die der Autophosphorylie-
rung und Phosphorylierung durch Proteinkinasen unterliegen (Lemmon und Schlessinger, 2010). 
Mit Ausnahme des Insulin-Rezeptors liegen alle RTKs als Monomere in der Zellmembran vor bis die 
Bindung eines Liganden die Dimerisierung dieser Rezeptoren induziert, was in einer Autophospho-
rylierung ihrer zytoplasmatischen Domäne (PTK-Domäne) und somit in der Aktivierung des Rezep-
tors resultiert. Darüber hinaus ist die Autophosphorylierung auch wichtig für die Rekrutierung und 
Aktivierung vieler Signal- und Adapterproteine über die Src homology 2 (SH2)- oder die Phosphoty-
rosin-Bindungs-Domäne.(Schlessinger, 2000). Adapterproteine (Grb2 - growth factor receptor-bound 
protein 2 oder Shc - src homology 2 domain containing protein) binden über diese Domänen und ver-
binden den Rezeptor mit dem Guaninnukleotid-Austauschfaktor son of sevenless (Sos), welcher den 
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat (GTP) bei der an der Plasma-
membran lokalisierten GTPase Ras (rat sarcoma) katalysiert und sie dadurch aktiviert. Diese bindet 
anschließend an ihre Effektoren, in diesem Fall rapidly accelerated fibrosarcoma (Raf), und aktiviert 
diese, wodurch der Mechanismus der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs)-Kaskade 
Raf/MEK/ERK in Gang gebracht wird (English et al., 1999; Volinsky und Kholodenko, 2013) (siehe Ab-
schnitt 1.1.2.5). Diese Aktivierung der extrazellulär Signal-regulierten Kinasen 1/2 (ERK1/2) kann über 
einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert werden, da Sos auch ein direktes Substrat von 
ERK1 darstellt (Buday et al., 1995; Volinsky und Kholodenko, 2013). Zudem kann ERK selbst auch den 
EGF-Rezeptor phosphorylieren und ihn so herunterregulieren (Li et al., 2008). 
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 
GPCRs bestehen aus sieben Transmembran-Helices, verbunden über je drei extrazelluläre und drei 
intrazelluläre Schleifen. Der extrazelluläre Bereich (N-Terminus) ist verantwortlich für die Bindung 





und anderen Effektoren interagiert. Die Ligandenbindung führt zu einem minimalen Konformations-
wechsel, welcher das gesamte Protein betrifft und schließlich die Bindung eines G-Proteins ermög-
licht (Latek et al., 2012; Latorraca et al., 2017). Heterotrimäre G-Proteine bestehen aus drei heterolo-
gen Untereinheiten: α, β und γ. Die nichtkovalente Interaktion von G-Proteinen mit dem aktivierten 
Rezeptor ermöglicht den Austausch von GDP, gebunden an die α-Untereinheit, zu GTP und daraus 
resultierend die Dissoziation der α-Untereinheit vom βγ-Heterodimer (Simon et al., 1991). Beide Un-
tereinheiten, Gα-GTP und Gβγ, sind in der Lage intrazelluläre Signalwege zu regulieren. Die Reaktion 
zwischen dem Rezeptor und dem G-Protein ist katalytisch, was bedeutet, dass ein GPCR mehrere G-
Proteine aktivieren kann, bevor er selber durch phosphorylierungsabhängige Desensitivierung inak-
tiviert wird (van Biesen et al., 1996). 
Diese Desensitivierung zur Termination der Signalweiterleitung von GPCRs erfolgt in der Regel durch 
Phosphorylierung des Rezeptors über G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinasen (GRKs) oder second 
messenger-Kinasen (Proteinkinase A - PKA oder Proteinkinase C - PKC). Die PKC/PKA-vermittelte Re-
zeptor-Phosphorylierung stellt einen klassischen Feedback-Mechanismus dar, wobei das Ef-
fektorenzym die Stimulation des eigenen Signals beendet (Lohse, 1993). Dahingegen findet die GRK-
vermittelte Phosphorylierung nur am aktivierten Rezeptor statt, was zur Rekrutierung und Bindung 
von β-Arrestin an den Rezeptor führt (Benovic et al., 1986; Lohse et al., 1990; Nuber et al., 2016). Diese 
Interaktion verhindert eine weitere Interaktion des Rezeptors mit G-Proteinen und fördert dessen 
Internalisierung über den Clathrin-Mechanismus (Ferguson et al., 1996; Lohse et al., 1992; Lohse und 
Hoffmann, 2014). Weitere Prozesse der Desensitivierung von GPCRs verlaufen über die Degradie-
rung der Rezeptoren in Lysosomen oder die dynamische Regulation derer Gentranskription und -
translation. Diese Mechanismen benötigen allerdings mehrere Stunden im Vergleich zu dem sehr 
rasch stattfindenden Phosphorylierungsprozess (Lohse, 1993; Pierce et al., 2002). 
Die intrinsische GTPase-Aktivität der Gα-Untereinheit vermittelt die Hydrolyse von GTP zu GDP und 
somit die darauffolgende Reassoziierung der G-Proteine, wodurch die G-Proteine inaktiviert werden 
(van Biesen et al., 1996). Die Gα-Untereinheiten werden abhängig von ihren jeweiligen Effektoren 
auch in verschiedene Klassen unterteilt: Gαs, Gαi, Gαq und Gα12 (Oldham und Hamm, 2008).  
Gαs-Proteine stimulieren die Adenylylzyklase (AC) und vermitteln so einen Anstieg der Konzentration 
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP). Der second messenger cAMP aktiviert dann entwe-
der die PKA oder den Ras-Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) Epac (exchange protein directly ac-
tivated by cAMP) (Beebe, 1994; de Rooij et al., 1998). Die PKA phosphoryliert in Kardiomyozyten nach 
Stimulation β-adrenerger Rezeptoren dann beispielsweise viele Proteine, welche in die Kopplung 
von Erregung und Kontraktion involviert sind und erhöht somit die myokardiale Kontraktilität (Bers, 
2002; Latek et al., 2012). Die G-Proteine der Gαi-Familie dagegen vermitteln eine Rezeptor-abhängige 
Inhibition der AC und folglich eine Reduktion der cAMP-Produktion (Sunahara et al., 1996). Der Gαq-
Signalweg führt zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC). PLCβ produziert die second messenger 





Calcium, woraufhin DAG und das freigesetzte Calcium die PKC aktivieren, welche dann ihre Ef-
fektormoleküle phosphoryliert (Pierce et al., 2002). Gα12-Proteine aktivieren RhoGEF sowie andere G-
Proteine (Latek et al., 2012). Neben den Gα-Proteinen sind aber auch die Gβγ-Untereinheiten in der 
Lage Effektormoleküle zu regulieren, so z. B. PLCs, ACs und GRKs (Pierce et al., 2002). 
Gαq Signalwege 
Für Angiotensin II (Ang II), Endothelin-1 (ET-1) und Katecholamine (α-adrenerg: Noradrenalin und 
Adrenalin) konnte schon gezeigt werden, dass sie ausreichend sind, um kardiale Hypertrophie zu 
vermitteln (Nicol et al., 2000). Sie binden an GPCRs, welche an G-Proteine der Gαq Subklasse gekop-
pelt sind. IP3 führt zur Mobilisation von internem Calcium, was mit der hypertrophen Signalweiter-
leitung durch die Calcineurin/ nuclear factor of activated T cells (NFAT)-Aktivierung oder die Ca2+/Cal-
modulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII)-Histon-Deacetylasen (HDACs)-Inaktivierung in Verbin-
dung gebracht werden konnte (siehe Abschnitt 1.1.2.2) (Wilkins und Molkentin, 2004; Wu et al., 
2006). Darüber hinaus sind Gαq-Proteine Induktoren von MAPKs-Signalwegen, welche potent hyper-
trophes Wachstum einleiten können (Clerk und Sugden, 1999). Die PKC phosphoryliert beispiels-
weise Raf-1 in dessen Aktivierungsschleife und reguliert so direkt dessen Aktivität, wodurch die 
MAPK-Kaskade Raf/MEK/ERK initiiert wird (English et al., 1999). Zudem kann die PKC mitunter auch 
das Raf Kinase inhibitorische Protein (RKIP) phosphorylieren. Dies führt zu dessen Dissoziation von 
Raf und hebt somit dessen inhibitorische Wirkung auf Raf auf. Phosphoryliertes RKIP assoziiert au-
ßerdem mit GRK2, verhindert dadurch zusätzlich die GPCR-Desensitivierung und führt somit zu einer 
verstärkten ERK-Signalweiterleitung (Lorenz et al., 2003; Yeung et al., 2000). So verwundert es nicht, 
dass die Inhibition der PKC die Aufhebung einer GPCR-vermittelten Hypertrophie in Mäusen verur-
sacht (Arimoto et al., 2006). Die Aktivierung Gαq-gekoppelter Rezeptoren konnte zudem mit einer 
Autophosphorylierung von ERK2 an Threonin 188 (Threonin 208 in ERK1, beides in murinem ERK) in 
Verbindung gebracht werden. Dabei vermittelt diese Phosphorylierung die Aktivierung nukleärer 
Zielproteine von ERK, welche dafür bekannt sind die hypertrophe Signalweiterleitung zu induzieren 
(Lorenz et al., 2009a). Außerdem kann freigesetztes Calcium auch die CaMKII aktivieren, was zur Phos-
phorylierung und Inhibition des Ras-GTPase aktivierenden Proteins (Ras-GAP) führt und Ras-Aktivie-
rung induziert (Chen et al., 1998). Weiterhin dämpft Regulator of G-protein signaling 2 (RGS2) die Gαq-
Signalweitergabe im Herzen und dessen Einfluss auf kardiale Hypertrophie konnte schon dargestellt 
werden (Heximer et al., 1997): RGS2-defiziente Mäuse entwickeln auf eine erhöhte Druckbelastung 
eine gesteigerte hypertrophe Antwort. Dabei ist in diesen Mäusen eine vermehrte Calcineurin-Ex-
pression sowie eine gesteigerte CaMKII- und MAPKs-Aktivität zu beobachten (Takimoto et al., 2009). 
Im Einklang damit reduzierte die Überexpression von RGS2 die Phenylephrin-induzierte (Gαq-Stimu-
lus) Hypertrophie von Kardiomyozyten. Die RGS2-Überexpression beeinflusste jedoch nicht eine 
durch Isoprenalin (β-Adrenorezeptor-Agonist) verursachte Hypertrophie, welche mit der ERKThr188-






Gαs Signalweiterleitung/β-adrenerge Signalwege 
Der meist vertretene adrenerge Rezeptor im kardialen Gewebe ist der β1-Rezeptor, welcher an Gαs 
gekoppelt ist und somit die AC und daraus resultierend die Produktion von cAMP aktiviert. Die 
cAMP-abhängige PKA phosphoryliert schließlich diverse Substrate, darunter z. B. L-Typ Calciumka-
näle, Phospholamban, Troponin I und den Ryanodin-Rezeptor, die alle an der Calcium-Homöostase 
in der Zelle beteiligt sind und dadurch Calcium-abhängige Signalwege des Herzens, welche u.a. Hy-
pertrophie vermitteln, beeinflussen (Xiang und Kobilka, 2003).Transgene Mäuse mit einer Überex-
pression des β1-Adrenorezeptors entwickeln eine Hypertrophie der Kardiomyozyten begleitet von 
einer gesteigerten Kontraktilität (Engelhardt et al., 1999). Genauso führt die transgene Überexpres-
sion von kardialem Gαs zu einer gesteigerten kardialen Hypertrophie (Iwase et al., 1996). 
PKA und Epac können beide die Aktivierung des Ras-related protein 1 (Rap1), einer GTPase der Ras-
Superfamilie, induzieren, welche die ERK1/2-Kaskade entweder aktiviert oder inhibiert. So kommt es 
beispielsweise dazu, dass in Zellen, die hauptsächlich B-Raf exprimieren, Rap1 mit B-Raf interagiert 
und es aktiviert, wohingegen in Zellen, welche nur Raf-1 exprimieren, Rap1 zu einer Inhibition der 
Kaskade führt (Naor et al., 2000). Des Weiteren kann die PKA selber Raf-1 an Serin 43 und Serin 621 
direkt phosphorylieren und so dessen Aktivität reduzieren (Hafner et al., 1994; Mischak et al., 1996). 
Außerdem existieren Belege dafür, dass die hypertrophen Effekte von Epac die Signalweitergabe 
von Ras, Calcineurin und der CaMKII beinhalten (Metrich et al., 2008). Auch die Überexpression von 
RGS2 mindert die β-Adrenorezeptor-vermittelte Synthese von cAMP, die ERK1/2- und Proteinkinase 
B (AKT)-Aktivierung (siehe Abschnitt 1.1.2.3) sowie eine Hypertrophie von Kardiomyozyten (Nunn et 
al., 2010). Auch die zuvor schon erwähnte ERKThr188-Phosphorylierung spielt in der Gαs-Signalweiter-
leitung eine große Rolle: Die Gαs-Aktivierung durch β-adrenerge Rezeptoren führt zur Aktivierung 
von ERK1/2 über die AC und infolgedessen zur Autophosphorylierung an Threonin 188. Diese Phos-
phorylierung verursacht die nukleäre Akkumulation von ERK und somit die Hypertrophie von Kardi-
omyozyten (Vidal et al., 2012). 
Letztlich geht eine chronische Aktivierung des β-adrenergen Systems mit einer Desensitivierung 
und Herunterregulierung β-adrenerger Rezeptoren, hypertrophem Remodeling und schlussendlich 
einer Verschlechterung der Herzfunktion einher (Bisognano et al., 2000; Engelhardt et al., 1999; 
Olson, 2004). 
Gαi-vermittelt 
Da die Gαi-Expressionslevel relativ hoch sind, resultiert die Rezeptor-abhängige Aktivierung in einer 
Freigabe großer Mengen an Gβγ-Untereinheiten. Daher wird eine Gαi-Aktivierung für den haupt-
sächlichen Mechanismus betrachtet, welcher in einer Gβγ-vermittelten Signalweiterleitung resul-





mittelten ERK1/2-Aktivierung Gβγ-Untereinheiten die entscheidende Rolle für die Signalweiterlei-
tung spielen (Hedin et al., 1999; Koch et al., 1994). Dies erhärtet die Befunde zu der Gβγ-abhängigen 
Autophosphorylierung von ERK an Threonin 188, welche als Trigger für pathologische kardiale Hy-
pertrophie identifiziert werden konnte (siehe nächsten Abschnitt) (Lorenz et al., 2009a; Vidal et al., 
2012).Eine direkte Aktivierung der ERK-Kaskade durch die Gαi-Untereinheit konnte über eine Aufhe-
bung der Suppression von Raf durch Rap1 mithilfe des Rap-GTPase aktivierenden Proteins (rapGAPII) 
bestätigt werden (Mochizuki et al., 1999). 
Gβγ-vermittelt 
Gα-Untereinheiten reichen nicht immer aus um diverse Signalwege zu aktivieren, es können darüber 
hinaus βγ-Untereinheiten vonnöten sein, wie beispielsweise bei der ERK-Kaskade (Crespo et al., 1994; 
Ito et al., 1995). Die Tatsache, dass ein Inhibitor von Gβγs zu einer verbesserten Kontraktilität und 
einer reduzierten kardialen Hypertrophie führte, verdeutlicht die Relevanz der βγ-Signalweiterlei-
tung in kardialer Hypertrophie (Casey et al., 2010). 
Die Gβγ-vermittelte ERK-Aktivierung erfolgt über eine Tyrosinkinase der Src-Familie. Diese phospho-
ryliert ein Membran-assoziiertes Scaffold-Protein, und zwar entweder eine weitere nicht-Rezeptor 
Tyrosinkinase, wie die Pyruvatkinase 2 (Pyk2), oder eine Rezeptortyrosinkinase, wie den Epidermal 
Growth Factor-Rezeptor (EGFR). Dadurch werden Shc-Grb2-Sos-Komplexe an die Membran rekrutiert 
(Daub et al., 1996; Dikic et al., 1996). Sos stimuliert dann den Austausch von GDP zu GTP bei Ras, was 
wiederum die Raf/MEK/ERK-Kaskade in Gang bringt (English et al., 1999). Weitere potentielle Verbin-
dungen zwischen Gβγ-Untereinheiten und dem ERK-Signalweg schließen die Protein-Tyrosin-Phos-
phatase SH-PTP1 (Gβγ-vermittelte Phosphorylierung/Inhibierung) und Ras-GEF ein, das sowohl 
durch GPCR-Stimulation als auch durch Gβγ-Co-Expression aktiviert werden kann (Gaits et al., 1996; 
Mattingly und Macara, 1996). Außerdem spielt die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) oberhalb der Sos- 
oder Ras-Aktivierung in der Signalweiterleitung eine wichtige Rolle in der Gβγ-vermittelten MAPK-
Aktivierung (v. a. nach Gαi-Aktivierung) (Hawes et al., 1996). Darüber hinaus assoziieren freie Gβγ-
Untereinheiten auch direkt mit Raf, was die Rekrutierung von Raf an die Membran mit sich bringt 
und in einer verminderten Signalweitergabe durch die PLC resultiert (Slupsky et al., 1999). 
Einen weiteren Beweis für die Rolle von Gβγ-Untereinheiten in der Vermittlung kardialer Hypertro-
phie liefert die Studie von Lorenz et al. und Vidal et al. zu der schon zuvor erläuterten ERKThr188-Auto-
phosphorylierung. Die Autoren zeigen, wie nach Stimulation Gαq-und Gαs-gekoppelter Rezeptoren 
freigelassene Gβγs an aktivierte ERK-Dimere assoziieren und so das Zustandekommen dieser Auto-
phosphorylierung begünstigen (Lorenz et al., 2009a; Vidal et al., 2012). Dabei ist das Auftreten dieser 
Autophosphorylierung ursächlich für die Entwicklung einer pathologischen kardialen Hypertrophie 





Weiterleiten von biomechanischem Stress 
Zusätzlich zu hypertrophen Ereignissen, die durch Rezeptor-Liganden-Interaktionen initiiert wer-
den, können Kardiomyozyten mechanische Deformation oder Dehnung durch einen internen sen-
sorischen Apparat wahrnehmen. Obwohl bisher wenig über das Wahrnehmen der Kardiomyozyten 
von biomechanischem Stress und dessen Signalweiterleitung herausgefunden werden konnte, ist 
dennoch bekannt, dass physische Dehnung von Kardiomyozyten zum Einleiten hypertropher Gen-
expression führt und einen hypertrophen Phänotypen in der Abwesenheit neurohumoraler Fakto-
ren auslöst (Zou et al., 2002). Ein damit assoziierter Apparat beinhaltet z. B. Integrine, heterodimere 
Transmembranrezeptoren, bestehend aus einer α- und β-Untereinheit, welche die extrazelluläre 
Matrix mit dem intrazellulären Zytoskelett verbinden (Ross und Borg, 2001). So stellt beispielsweise 
das muskelspezifische Protein Melusin durch Interaktion mit Integrin β1 ein wichtiges Signal der Me-
chanotransduktion dar, indem es die Entwicklung der Herzinsuffizienz durch Inaktivierung der Gly-
kogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) verhindert (siehe Abschnitt 1.1.2.3) (Brancaccio et al., 2003). Ein 
zweiter Mechanismus verläuft über das LIM-Domänen-Protein MLP (Muskel LIM Protein), welches an 
spezifische Proteine der Z-Scheiben (Bestandteile des Sarkomers) verankert ist, und durch Beeinflus-
sung des Calcineurin/NFAT-Signalwegs (siehe Abschnitt 1.1.2.2) kardiales Remodeling steuert 
(Heineke et al., 2005). Unabhängig von Strukturproteinen kann biomechanischer Stress beispiels-
weise auch direkt über die Assoziation vom Angiotensin II Typ 1-Rezeptor mit der Janus-Kinase 2 
(JAK2) an MAP-Kinasen weitergegeben werden, was dann zur Induktion von Hypertrophie führt (Zou 
et al., 2004). 
1.1.2.2 Calcium-abhängige Signalwege 
Der Calcineurin/NFAT3-Signalweg 
Calcineurin ist eine Calcium-abhängige Serin/Threonin-Phosphatase, welche unter anderem Tran-
skriptionsfaktoren der NFAT-Familie dephosphoryliert, was zu ihrer nukleären Translokation führt, 
wo sie Zielgene aktivieren können. Diese Phosphatase hat somit eine herausragende Rolle beim Wei-
terleiten von Calcium-Signalen hin zu einer zellulären Antwort (Klee et al., 1998). Vieles deutet darauf 
hin, dass Calcium ein primäres Signal zur Induktion kardialer Hypertrophie darstellt: Die Hypertro-
phie-Stimuli Ang II, ET-1 und Phenylephrin (PE) aktivieren dabei alle Calcium-abhängige Signalwege 
(Karliner et al., 1990; Leite et al., 1994; Sadoshima und Izumo, 1993). Darüber hinaus konnte gezeigt 
werden, dass sowohl Calcineurin als auch NFAT3 ausreichend sind, um kardiale Hypertrophie zu in-
duzieren (Dirkx et al., 2013; Molkentin et al., 1998; Wilkins et al., 2002). Bei intrazellulär ansteigenden 
Ca2+-Konzentrationen wird Calcineurin durch direkte Bindung von Calcium und Calmodulin aktiviert 
und dephosphoryliert NFAT3. Dieses transloziert in den Kern und induziert fetale, prohypertrophe, 





(GATA4), interagiert (Molkentin et al., 1998). Die Relevanz dieses Signalweges wird dadurch verdeut-
licht, dass die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und FK506 sehr effektiv das hypertrophe Wachs-
tum in vitro und in vivo eindämmen können (Molkentin et al., 1998; Sussman et al., 1998). 
Der CaMKII-Signalweg 
Die CaMKII ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, welche mit kardialer Hypertrophie und Herzinsuf-
fizienz in Verbindung gebracht wurde (Mattiazzi et al., 2015). Dabei wurde eine Hochregulation der 
CaMKII in Herzen herzinsuffizienter Patienten sowie Mäusen beobachtet (Bossuyt et al., 2008; Hoch 
et al., 1999; Kirchhefer et al., 1999). Sowohl die Überexpression der nukleären Isoform CaMKIIδB als 
auch die der zytosolischen Isoform CaMKIIδC in Mausherzen führte zu der Entstehung kardialer Hy-
pertrophie und dilatativer Kardiomyopathie (Zhang, T. et al., 2002; Zhang et al., 2003). In beiden Mo-
dellen verursachte die transgene Überexpression eine Induktion des fetalen Genprogramms. In 
Übereinstimmung damit konnte in einem genetischen Mausmodell mit einer CaMKII-Inhibition eine 
kardiale Dilatation und Dysfunktion im Anschluss an einen Myokardinfarkt oder β-adrenerge Stimu-
lation verhindert werden (Zhang et al., 2005). Mechanistisch vermittelt die CaMKII ihre hypertrophen 
Effekte über die Phosphorylierung von Klasse II-HDACs (Backs et al., 2006) (näheres siehe Abschnitt 
1.1.2.4). 
1.1.2.3 Der PI3K/AKT-Signalweg 
Phosphoinositid-3-Kinasen werden durch Stimulation von Rezeptortyrosinkinasen mit IGF, FGF oder 
TGF, aber auch durch GPCRs aktiviert. Ein wichtiges Zielmolekül der PI3Ks ist die Serin/Threonin-
Kinase AKT, welche nach Aktivierung durch Binden von PI3K an die Membran transloziert (Rohini et 
al., 2010). Zur vollständigen Aktivierung muss AKT noch weiter durch die phosphoinositide-depen-
dent kinase 1 (PDK1) phosphoryliert werden (Alessi et al., 1997). Für PI3K und AKT konnte gezeigt 
werden, dass sie das Wachstum des Herzens stimulieren (Matsui et al., 2002; Shioi et al., 2000; Shioi 
et al., 2002). Während kurzzeitige AKT-Aktivierung sogar kardiale Hypertrophie mit erhaltener oder 
sogar verbesserter linksventrikulärer Funktion auslöst, kann eine lang andauernde Aktivierung auch 
zu einer kardialen Dysfunktion führen (Kim et al., 2003; Shiojima et al., 2005). AKT reguliert dabei min-
destens zwei Zielproteine der hypertrophen Signalweiterleitung: mammalian target of rapamycin 
(mTOR) und GSK-3 (Aoyagi und Matsui, 2011; Heineke und Molkentin, 2006). mTOR aktiviert wichtige 
Regulatoren der Translation, wie ribosomal protein S6 kinase beta-1 (p70S6 Kinase) und eukaryotic 
translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4EBP1/eIF4E), und erhöht so die Proteinsynthese. 
GSK-3β phosphoryliert Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie, was zu deren Translokation in das 
Zytoplasma führt, wo diese inaktiv sind. AKT phosphoryliert und inhibiert somit GSK-3β (Frey et al., 
2004). Zudem werden noch weitere Transkriptionsfaktoren, welche mit hypertropher Signalweiter-
leitung in Verbindung gebracht werden, von GSK-3β reguliert, so z. B. auch das zuvor erwähnte 





1.1.2.4 Transkriptionelle Kontrolle durch MEF2/HDAC 
Der Transkriptionsfaktor myocyte enhancer factor 2 (MEF2) verbindet viele Ca2+/Calmodulin-abhän-
gige Signalwege und ist somit ein gemeinsames Zielmolekül verschiedenster hypertropher Stimula-
toren (Dirkx et al., 2013; Frey und Olson, 2003; Mattiazzi et al., 2015). MEF2 wird durch eine Vielzahl 
von Signalwegen, einschließlich MAPKs und Calcineurin, reguliert. Dabei wird die transkriptionelle 
Aktivität von MEF2 durch andere Transkriptionsfaktoren (GATA4, NFAT) weiter gesteigert (McKinsey 
et al., 2002; Youn et al., 2000). Zudem wird die Aktivität von MEF2 auch über eine direkte Assoziierung 
mit HDACs kontrolliert. HDAC-Enzyme werden in drei Hauptgruppen unterteilt: Klasse I-HDACs 1, 2, 
3 und 8, Klasse II-HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und 10 sowie Klasse III-HDACs. Die Klasse II-HDACs werden prä-
ferentiell in gestreifter Muskulatur exprimiert und mit kardialer Hypertrophie in Verbindung ge-
bracht (Frey und Olson, 2003; Heineke und Molkentin, 2006). HDACs deacetylieren nucleosomale 
Histone und induzieren dadurch die Kondensation von Chromatin und die transkriptionelle Repres-
sion durch Bindung spezieller Transkriptionsfaktoren, wie z.B. MEF2 (Lehmann et al., 2014; McKinsey 
et al., 2002). Die Phosphorylierung von Klasse II-HDACs durch CaMKII und andere Kinasen löst deren 
Assoziation mit MEF2, was in einer Derepression der transkriptionellen Aktivität und dem nukleärem 
Export von HDACs resultiert. HDACs inhibieren damit die hypertrophe Signalweiterleitung und die-
nen sozusagen als eine „Bremse“ für das myokardiale Wachstum (Frey et al., 2004; Zhang, C.L. et al., 
2002). 
1.1.2.5 MAP-Kinasen-Signalwege 
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs)-Signalwege stellen eine wichtige Verbindung zwischen 
externen Stimuli und dem Zellkern dar, da sie eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren phosphory-
lieren und somit regulieren. (Frey und Olson, 2003). MAPKs sind vor circa 30 Jahren entdeckt worden 
und in allen Eukaryoten konserviert (Ramos, 2008). Ihre Signalwege bestehen aus einer Sequenz er-
folgreich funktionierender Kinasen, was letztendlich in der zweifachen Phosphorylierung und Akti-
vierung von c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKs), p38 Kinasen und ERKs resultiert. In Kardiomyozyten 
werden MAPKs-Kaskaden durch GPCRs, Rezeptortyrosinkinasen (IGF-1- und FGF-Rezeptoren), Se-
rin/Threonin-Kinasen-Rezeptoren (TGF-β), gp130-Rezeptoren (Cardiotrophin-1) und Stress, wie z. B. 
Dehnung, ausgelöst (Heineke und Molkentin, 2006). Die MAPKs-Kaskaden sind Module aus je drei 
Kinasen, welche sich gegenseitig sequentiell phosphorylieren: MAP Kinase Kinase Kinase 
(MAPKKK/MAP3K), MAP Kinase Kinase (MAPKK/MAP2K), MAP Kinase (MAPK) (siehe Abbildung 4). Die 
MAPK, also das letzte Mitglied dieses Moduls, ist eine Prolin-gerichtete Serin/Threonin-Kinase, wel-
che prohypertrophe Transkriptionsfaktoren und Gene aktivieren kann (Nicol et al., 2000). Diverse 
MAP3Ks bilden ein komplexes Netzwerk aus Kinasen, welche entweder direkt auf Stressstimulation 
reagieren oder durch andere MAPKKKKs (MAP4K) oder G-Proteine der Rho-Familie (Ras, Rac, Rho, 
CDC42) reguliert werden (Heineke und Molkentin, 2006). Während p38 MAPKs und JNKs als durch 





sind ERKs als anabole MAPKs bekannt, die auf Wachstum-assoziierte Signale reagieren (Rohini et al., 
2010). 
Die Überexpression der MAPK-Phosphatase 1 (MKP-1), welche alle der drei beschriebenen MAPK-
Zweige inhibiert, minderte in vitro und in vivo das Entstehen einer kardialen Hypertrophie (Bueno et 
al., 2001). Dies demonstriert die wichtige Rolle dieser Signalwege in der hypertrophen Signalweiter-
leitung. Während die JNK-Aktivität spezifisch nach einer Druck-Überlastung hochreguliert ist, wird 
die p38-Aktivität deutlich in Herzen induziert, die einer Volumen-Überlastung ausgesetzt werden 
(Wang, 2001). Genauso ist bekannt, dass auch ERK1/2 durch eine Nachlasterhöhung, hervorgerufen 
durch Ligation des Aortenbogens, aktiviert werden (Rapacciuolo et al., 2001; Takeishi et al., 2001). 
Aktivierte ERK1/2 induzieren ein Umprogrammieren der Genexpression und initiieren damit einher-
gehend Zellwachstum, Proliferation, Zelldifferenzierung und anti-apoptotische Effekte. Zahlreiche 
Studien belegen die Beteiligung der MAPKs ERK1/2 an der Entstehung kardialer Hypertrophie 
(Bueno et al., 2000; Lorenz et al., 2009b; Muslin, 2008; Wang, 2007).  
Die hypertrophen molekularen Mechanismen, welche durch die ERK1/2-Aktivierung in Gang ge-
bracht werden, beruhen vor allem auf der Phosphorylierung nukleärer Transkriptionsfaktoren und –
aktivatoren, wie Elk-1 (E twenty six-like 1 transcription factor), welches immediate early genes aktiviert, 
und GATA4 (Babu et al., 2000; Liang et al., 2001; Morimoto et al., 2000). Außerdem stimulieren ERK1/2 
die transkriptionellen Co-Aktivatoren p300 und CBP, deren Aktivität z. B. für die ANF-Expression mit-
entscheidend ist (Gusterson et al., 2002; Mutlak und Kehat, 2015). ERK1/2-Aktivierung wird auch mit 
der Aktivierung der p70 S6 Kinasen 1 und 2 assoziiert, die an der Regulation der Translationseffizienz 
und folglich Akkumulation von Proteinen während hypertrophem Wachstum beteiligt sind (Iijima et 
al., 2002; Wang et al., 2001). Zusätzlich zu der Fähigkeit, die Proteinsynthese zu beeinflussen, konnte 
auch gezeigt werden, dass ERK1/2 die ribosomale RNA-Transkription durch direkte Phosphorylie-
rung des Transkriptionsfaktors UBF (upstream binding factor) nach Stimulation mit Wachstumsfakto-
ren regulieren (Stefanovsky et al., 2001)(Abbildung 4). 
Die MAPKs ERK1/2 und deren Funktion im Herzen und bei pathologischen Mechanismen werden im 






Abbildung 4: MAPKs-Signalwege 
Die MAPK-Signalwege werden durch hypertrophe Stimulation aktiviert. Die am besten beschriebenen Signalwege sind die 
ERK1/2-, JNK- und p38-MAPK-Signalwege. Jeder MAPK-Signalweg besteht aus drei sich aufeinanderfolgend phosphorylie-
renden Kinasen, wobei die Effektor-Kinasen in den Zellkern translozieren und dort Transkriptionsfaktoren aktivieren. Adap-
tiert nach Bueno und Molkentin, 2002 und Nicol et al., 2000. 
1.1.3 Unterschiede zwischen pathologischer und physiologischer Hypertrophie 
Abgesehen von einem vergleichbaren Anstieg der Herzmasse werden physiologische und patholo-
gische Hypertrophie mit verschiedenen Merkmalen auf struktureller, metabolischer und biochemi-
scher Ebene assoziiert (Bernardo et al., 2010). Dabei wird die Vergrößerung des Herzens aufgrund 
des postnatalen Wachstums (bis auf das 3-fache des Kardiomyozytenumfangs), Ausdauersport und 
Schwangerschaft als physiologische Hypertrophie bezeichnet, da in diesen Fällen vor allem eine nor-
male Herzfunktion erhalten bleibt und dieser adaptive Prozess sogar von Vorteil ist (Shimizu und 
Minamino, 2016). Während die pathologische Hypertrophie mit erhöhter Fibrose und Apoptose ein-
hergeht, was die Kontraktilität des Herzens einschränkt, ist die myokardiale Struktur eines „Sportler-
herzens“ durch eine ausbalancierte Hypertrophie der Kardiomyozyten, verbunden mit Neoangioge-
nese, gekennzeichnet (Bernardo et al., 2010; Ellison et al., 2012). Physisches Training steigert den ko-
ronaren Blutfluss, den Arteriendurchmesser sowie die Kapillardichte (Heiss et al., 1976; Laughlin et 
al., 2012; Oka et al., 2014; Pelliccia et al., 1990).  
Physiologische Hypertrophie kann sich als exzentrische oder konzentrische Hypertrophie entwi-
ckeln. Während Ausdauersportler eine erhöhte Wanddicke mit signifikanter Dilatation des linken 
Ventrikels aufweisen (exzentrische Hypertrophie), entwickeln Kraftsportler höchstens eine moderate 
Dilatation des linken Ventrikels (konzentrische Hypertrophie) (Ellison et al., 2012; Pelliccia et al., 1991). 
Ein entscheidender Faktor der physiologischen Hypertrophie ist zudem ihre Reversibilität nach 





Dabei bestimmt nicht zwangsläufig die Dauer des hypertrophen Signals den Unterschied zwischen 
pathologischer und physiologischer Hypertrophie. Es ist vielmehr die molekulare Signatur des über-
lasteten Herzens, also nicht die hypertrophe Reaktion per se, welche zur hypertrophen Adaption oder 
Dekompensation führt (Perrino et al., 2006). 
In gesunden Herzen erfolgt die Energiegewinnung hauptsächlich aus der Oxidation von Fettsäuren 
(60-70% der Adenosintriphosphat (ATP)-Produktion). Glukose- und Laktat-Metabolismus tragen zu 
circa 30% der ATP-Synthese bei, wobei das Herz in der Lage ist, die Energiesubstrate abhängig von 
der Arbeitslast und der Bereitstellung der Moleküle im Blutkreislauf zu ändern (van der Vusse et al., 
1992). Bei pathologischer Hypertrophie finden eine Abnahme der Fettsäuren-Oxidation und eine 
Zunahme des Glukose-Metabolismus statt, was wie ein sinnvoller adaptiver Mechanismus erscheint, 
der es dem Herzen ermöglicht mehr ATP pro Sauerstoffmolekül zu produzieren (Allard et al., 1994; 
van Bilsen et al., 2009). Im Kontrast dazu ist der Metabolismus der physiologischen Hypertrophie, 
induziert durch physisches Training, durch einen Anstieg der Fettsäuren- und Glukoseoxidation cha-
rakterisiert (Gertz et al., 1988).  
Auch auf molekularer Ebene lassen sich zwischen den zwei Formen der Hypertrophie deutliche Un-
terschiede erkennen. Pathologische Hypertrophie wird begleitet von einer veränderten Expression 
kontraktiler Proteine (α- und β-MHC), einer Induktion des fetalen Gen-Programms und einer Herun-
terregulierung Calcium-regulierender Proteine (wie die sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 2a - 
SERCA2a) (Bernardo et al., 2010). Im Prozess der physiologischen Hypertrophie wird sowohl die 
SERCA2a- als auch die CaMKII-Aktivität hochreguliert, was das Calcium-Handling von Kardiomyozy-
ten verbessert und so deren Kontraktilität steigert (Ellison et al., 2012). Während pathologische Hy-
pertrophie des Weiteren hauptsächlich durch neuroendokrine Hormone, wie ET-1 und Ang II (siehe 
Abschnitt 1.1.2), vermittelt wird, scheint physiologische Hypertrophie durch andere Stimuli (Schild-
drüsenhormone, Insulin, Wachstumsfaktoren, wie IGF-1) aktivierbar zu sein. Der IGF-1 induzierte 
PI3K/RAC-alpha AKT-vermittelte Signalweg wird dabei als hauptsächlicher Mechanismus der 
physiologischen Hypertrophie angesehen (Ellison et al., 2012; Maillet et al., 2013). Erhöhte kardiale 
IGF-1-Expression und Aktivierung des PI3K-Signalwegs sind mit Hypertrophie und verbesserter sys-
tolischer Funktion bei Ausdauersport verbunden, wobei keine Apoptose zu beobachten ist 





Tabelle 1: Merkmale pathologischer und physiologischer Hypertrophie. 
Merkmal Pathologische Hypertrophie Physiologische Hypertrophie 
   
Stimulus Krankheit 







Morphologie Erhöhtes Kardiomyozytenvolumen 




Ausbildung neuer Sarkomerstrukturen 
Gestiegene Herzmasse 
Kardiale Fibrose Ja Nein 
Apoptose Ja Nein 
Fetales Gen-Programm Aktiviert Relativ unbeeinflusst 
Kontraktile Proteine Herunterregulierung von SERCA2a, α-MHC Normal oder erhöht 
Kardiale Funktion unterdrückt Normal oder erhöht 






Reversibel Nein Ja 




Adaptiert nach Bernardo et al., 2010. 
1.1.4 Remodeling in pathologischer kardialer Hypertrophie 
Mit linksventrikulärem Remodeling sind im Allgemeinen kompensatorische Umbauprozesse bezüg-
lich der Größe des Ventrikels, dessen Form und Funktion bezeichnet, welche durch mechanische, 
neurohumorale oder genetische Faktoren bestimmt werden. Ein charakteristischer Prozess ist hier-
bei die Hypertrophie des Ventrikels (Sutton und Sharpe, 2000). Es gehen damit aber auch viele an-
dere Mechanismen einher, wie z.B. Apoptose und Nekrose von Kardiomyozyten, interstitielle Fibrose 
und Inflammation (Burchfield et al., 2013). Das geometrische Ausmaß kardialen Remodelings kann 
mit verschiedenen Bildgebungsverfahren (Echokardiographie, Magnetresonanztomographie – 
MRT) und unter Berücksichtigung der linksventrikulären Masse sowie des linksventrikulären Volu-
mens bestimmt werden. Leider schreitet ohne therapeutisches Eingreifen das Remodeling oft ohne 
klinisch erkennbare Symptome voran, bis sich schließlich die Herzfunktion verschlechtert und sich 
dies irreversibel in Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz manifestiert (Gjesdal et al., 2011). 
1.1.4.1 Myokardialer Zelltod 
Bei pathologischer Hypertrophie sind drei verschiedene Varianten des Zelltods involviert: Nekrose, 
Apoptose und Autophagie (Moe und Marin-Garcia, 2016). 
Apoptose ist ein hochregulierter und energieabhängiger Prozess, der einem programmierten Ablauf 





welche akut auf jegliche Art von Zelltod folgen (Kunapuli et al., 2006). Autophagie ist ein ebenso 
hochkonservierter Mechanismus, bei dem intrazelluläre Komponenten, wie Mitochondrien, in Auto-
phagosomen zu Lysosomen transportiert werden, um dort degradiert zu werden. Obwohl gezeigt 
werden konnte, dass Autophagie bei kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz auftritt, ist die zu-
grundeliegende Rolle noch relativ unklar (Chiong et al., 2011; Kostin et al., 2003; Laurent et al., 2015). 
Apoptotische Zellen unterlaufen einem Schrumpfen des Zytoplasmas, einer Blasenbildung an der 
Plasmamembran, einer nukleären Kondensation und einer späteren Fragmentierung der ganzen 
Zelle in Vesikeln, welche dann durch Makrophagen oder benachbarte Zellen phagozytiert werden 
(Whelan et al., 2010). Dieser Prozess kann auf unterschiedliche Arten initiiert werden. Bei dem extrin-
sischen Signalweg werden Oberflächenrezeptoren, wie Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor Typ I, 
aktiviert, beim intrinsischen Signalweg sind Mitochondrien und das endoplasmatische Retikulum in-
volviert (Chiong et al., 2011; Moe und Marin-Garcia, 2016). Gerade in Kardiomyozyten ist der intrinsi-
sche Signalweg stark reguliert. Sie exprimieren verschiedene Mitglieder der B-cell lymphoma (Bcl)-2-
Familie, welche Modulatoren für apoptotische Prozesse sind (Chiong et al., 2011; Hengartner, 2000). 
Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Signalweg führen schließlich zu einer Aktivierung 
von Caspasen. Caspasen sind Cystein-Proteasen und Bestandteil einer Enzymkaskade zum Einleiten 
der Apoptose. Es werden zunächst die Initiator-Caspasen aktiviert (Procaspase-2, -8, -9, -10, durch 
Dimerisierung und Autoproteolyse: Procaspase in Caspase), welche dann die Effektor-Caspasen (Pro-
caspase-3, -6, -7) spalten. Das apoptotische Signal wird so durch die enzymatische Aktivität der 
Caspasen in der Zelle weitergeleitet und vervielfältigt (Boatright et al., 2003; Boatright und Salvesen, 
2003; Hengartner, 2000). Im Herzen findet Apoptose aufgrund der geringen Proliferationsrate von 
Kardiomyozyten nur sehr selten statt (Apoptoserate <1%), so dass auch ein minimaler Anstieg der 
Apoptoserate schwerwiegend ist (van Empel et al., 2005). Jedoch ist bekannt, dass die Apoptose ei-
nen zentralen regulatorischen Mechanismus darstellt, welcher in dem adaptiven Mechanismus, her-
vorgerufen durch eine Druck-Überlastung, involviert ist. So ist die Apoptose auch ein Bestandteil der 
initialen Phase des kardialen Remodelings und geht mit hypertrophem Wachstum einher (Teiger et 
al., 1996). Dieselben Neurohormone, welche eine kompensatorische Hypertrophie aufgrund hämo-
dynamischer Belastung auslösen, stimulieren auch den apoptotischen Signalweg (Adams et al., 
1998; Cheng et al., 1995; Cigola et al., 1997; Dorn und Brown, 1999; Singh et al., 2000), wodurch sich 
das klinische Erscheinungsbild noch weiter verschlechtert. 
Im Gegensatz zum Schrumpfen der apoptotischen Zellen schwellen nekrotische Zellen an. Dies ge-
schieht infolge des Verlustes der Integrität ihrer Plasmamembran, da es während des Prozesses der 
Nekrose zu einer Aktivierung von Phospholipasen sowie Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies 
(ROS) kommt. Dabei kollabiert die gesamte zelluläre Homöostase und die ausgeschwemmten Zell-
bestandteile erzeugen eine inflammatorische Reaktion. Nekrose wird eingeleitet durch Todesrezep-
toren, ROS, Calcium und die Mitochondrial permeability transition pore (MPTP) (Konstantinidis et al., 





Kardiomyozyten wird schon sehr lange als die entscheidende Form des Zelltods bei dekompensie-
render Hypertrophie, vor allem unter ischämischen Bedingungen, diskutiert. Da bei pathologischer 
kardialer Hypertrophie der Anstieg des Kardiomyozytendurchmessers und die weiteren Umbaupro-
zesse, wie verringerte Kapillardichte und Fibrose, die Sauerstoffbereitstellung in die Myozyten er-
schweren, kommt es zur Initiation von Nekrose (Diwan und Dorn, 2007). 
Obwohl alle der beschriebenen Arten des Zelltodes während der Pathogenese der kardialen Hyper-
trophie auftreten, bleibt noch ungeklärt, ob sie klar abgegrenzte Prozesse sind oder ein Kontinuum 
von sich überschneidenden biochemischen Ereignissen darstellen (Burchfield et al., 2013). 
1.1.4.2 Kardiale Fibrose 
Im Rahmen der Strukturveränderungen während des pathologischen kardialen Remodelings ist auch 
eine erhöhte Ablagerung an extrazellulärer Matrix im kardialen Gewebe zu beobachten (Fibrose), 
was zu einer Gefährdung der elektrischen Erregungsweiterleitung und somit Verschlechterung des 
Pumpvermögens des Herzens führt (Creemers und Pinto, 2011; Eghbali und Weber, 1990). 
Die extrazelluläre Matrix wird von kardialen Fibroblasten sezerniert und bildet das strukturelle Rück-
grat des Herzens (Schiattarella und Hill, 2015). Sie besteht aus Makromolekülen (hauptsächlich Kol-
lagen I und III) und dient vorrangig der Bereitstellung eines strukturellen Netzwerks zur Übertragung 
der Kraft, ausgehend von einzelnen Myozyten hin zu einer organisierten systolischen Kontraktion 
des gesamten Herzens (Kong et al., 2014). Darüber hinaus trägt die extrazelluläre Matrix zur passiven 
Steifheit in der Diastole bei und verhindert so eine Überdehnung und Gewebedeformation während 
sich der Ventrikel füllt (Burchfield et al., 2013; Creemers und Pinto, 2011). Unter pathologischen 
Stressbedingungen, z.B. durch humorale Stimulation (TGF-β, ET-1, Ang II), proliferieren Fibroblasten, 
differenzieren zu Myofibroblasten und können dann Kollagen sezernieren (Spinale, 2007; Travers et 
al., 2016). 
Pathologische kardiale Hypertrophie ist eng mit der Fibrosierung des Gewebes verknüpft (Kamo et 
al., 2015). So korreliert z.B. der Grad an Fibrose mit dem Ausmaß linksventrikulärer Hypertrophie und 
einer verschlechterten Ejektionsfraktion (Boluyt und Bing, 2000). Während in der initialen Phase der 
pathologischen Hypertrophie die erhöhte Kollagenablagerung durch die Hypertrophie von Kardio-
myozyten ausgeglichen werden kann, kommt es im weiteren Verlauf zu einer exzessiven interstitiel-
len und perivaskulären Fibrose und damit einhergehend zu einer myokardialen Versteifung (Bishop 
und Lindahl, 1999; Thiedemann et al., 1983). Fibrose beeinträchtigt die elektromechanische Kopp-
lung von Kardiomyozyten und führt zur Hypoxie dieser Zellen aufgrund einer verringerten Kapillar-
dichte und einer erhöhten Sauerstoff-Diffusions-Distanz (Sabbah et al., 1995). Ein exzessives Maß an 
Fibrose resultiert somit in einem gesteigerten Risiko für Arrhythmien und einer ventrikulären Dys-






1.2 Die extrazellulär Signal-regulierten Kinasen 1 und 2 
1.2.1 Therapeutische Zielstrukturen der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade 
1.2.1.1 Die Rolle der ERK-Signalkaskade in kardialer Hypertrophie 
Der Einfluss des ERK-Signalweges auf Hypertrophie in Kardiomyozyten ist in einigen Studien unter-
sucht worden (Mutlak und Kehat, 2015). So führte die kardiale Überexpression einer konstitutiv akti-
ven Mutante von Ras (H-v12-Ras) zu linksventrikulärer Hypertrophie, verbunden mit verringerter 
Kontraktilität und systolischer Funktion sowie Induktion des fetalen Genprogramms und plötzli-
chem Tod (Mitchell et al., 2006; Zheng et al., 2004). Versuche mit dem MEK-Inhibitor PD98059 konn-
ten dies bestätigen, da hier die Agonist-induzierte Aktivität des BNP-Promotors (hypertropher Mar-
ker) reduziert werden konnte (Liang et al., 2000). Die stabile Überexpression einer Mutante der 
MAP2K MEK1 (MEK1S217E,S221E) induzierte linksventrikuläre Hypertrophie begleitet von einer verbes-
serten systolischen, aber reduzierten diastolischen Funktion und erhöhter Expression hypertropher 
Marker (ANF, BNP, α-Aktin des Skelettmuskels, β-MHC) (Bueno et al., 2000). Dass die Tiere mit dieser 
konstitutiv aktiven MEK-Mutante eine erhöhte systolische Funktion aufwiesen und keine kardiotoxi-
schen Effekte sichtbar waren, lässt auf alternative, ERK-unabhängige Signalwege von Ras schließen 
(Wang, 2007). Weiterhin ist denkbar, dass aktiviertes H-v12-Ras weitere modulatorische Proteine, wie 
Gβγ-Untereinheiten, rekrutiert, welche einen Einfluss auf die Funktion der Raf/MEK/ERK-Kaskade ha-
ben (Lorenz et al., 2009b; Slupsky et al., 1999). Eine generelle Aktivierung der gesamten Kaskade 
durch solche regulatorischen Proteine könnte dann durch eine konstitutive Aktivierung nachge-
schalteter Kinasen, wie MEK1S217E,S221E, umgangen werden. 
Im Gegensatz zu den gain-of-function Versuchen konnte mit einer herzspezifischen Überexpression 
einer dominant negativen Mutante der MAP3K Raf, Raf-1K375H, eine reduzierte hypertrophe Antwort 
und Gen-Induktion während einer Nachlasterhöhung gezeigt werden (Harris et al., 2004). Trotzdem 
stiegen bei diesen transgenen Tieren die Sterberate sowie die Apoptose in den Kardiomyozyten. Die 
ERK1/2-Aktivität war in diesen Mäusen reduziert, was nahelegt, dass Raf-1 notwendig für die Entste-
hung kardialer Hypertrophie und das Zellüberleben bei Drucküberlastung ist (Lorenz et al., 2009b). 
Auch die Expression der MKP-1, welche direkt die Stärke und Dauer der MAPK-Aktivierung reguliert, 
verhindert kardiale Hypertrophie in vitro und in vivo (Bueno et al., 2001). 
Die Komplexität hypertropher Mechanismen wird durch einen Ansatz verdeutlicht, in dem Mäuse 
mit einer Genablation beider ERK1-Allele und eines ERK2-Allels (ERK1-/-, ERK2+/-) untersucht wurden. 
Die Mäuse wiesen ein normales hypertrophes Wachstum auf (Purcell et al., 2007). Allerdings kann 
hier zum einen durch das noch vorhandene Allel eine Restaktivität an ERK2 nicht ausgeschlossen 
werden, zum anderen ist durch die hohe embryonale Letalität dieser Mäuse denkbar, dass die über-
lebenden Mäuse das Fehlen durch andere Gene kompensiert haben (Lorenz et al., 2009b). In einem 





eine ERK1/2-spezifische Phosphatase, herangezogen. Eine herzspezifisch induzierbare Expression 
von DUSP6 reduzierte die ERK1/2-Aktivierung nach Aortenligation oder Phenylephrin-Infusion, wäh-
rend die Phosphorylierung anderer MAPKs (p38, JNK, ERK5) unverändert blieb (Purcell et al., 2007). 
Zudem waren Fibrose und Apoptose in den Herzen dieser Mäuse erhöht, was auf eine protektive 
Rolle von ERK1/2 unter Stress-Bedingungen hindeutet. Diese Beobachtungen werden durch weitere 
Studien bekräftigt, in der die Relevanz einer Autophosphorylierung von ERK (an T188 in murinem 
ERK2) für das Zustandekommen pathologischer Hypertrophie herausgearbeitet wurde (Lorenz et al., 
2009a; Ruppert et al., 2013; Vidal et al., 2012). Die Autoren zeigten dabei auch, wie die Hemmung des 
ERK-Signalwegs durch den MEK-Inhibitor PD98059 zu einem Anstieg der Apoptose in Kardiomyozy-
ten führt (Ruppert et al., 2013). 
Tatsächlich belegen einige Studien diese protektive Rolle des MEK-ERK-Signalwegs im Herzen, vor 
allem hinsichtlich dessen anti-apoptotischer Eigenschaften (Wang, 2007). Wachstumsfaktoren und 
andere MAPK-stimulierende Stoffe zeigen anti-apoptotische Eigenschaften in Verbindung mit einer 
gesteigerten ERK-Aktivität (De Windt et al., 2000; Parrizas et al., 1997; Sheng et al., 1997). Zudem 
schwächen pharmakologische Inhibitoren der MEK- oder ERK-Aktivität diese protektiven Effekte 
(Sugden und Clerk, 2006; Wang, 2007). In vivo sind MEK-transgene Herzen vor Schäden durch Ischä-
mie/Reperfusion und Apoptose von Kardiomyozyten geschützt (Lips et al., 2004). Damit verbunden 
führt die Inhibition von Raf-1 zu Apoptose in Kardiomyozyten und dekompensierter Herzinsuffizienz 
(Harris et al., 2004; Yamaguchi et al., 2004). Auch die direkte, genetische Inhibition von ERK2 fördert 
zellulären Schaden und Tod nach Ischämie/Reperfusion (Lips et al., 2004). 
Obwohl die protektive Rolle des Raf/MEK/ERK-Signalwegs durch viele Studien belegt werden 
konnte, ist wenig darüber bekannt, wie eine ERK-Aktivierung in zellulärer Protektion resultiert. In 
Kardiomyozyten wurde die Cyclooxygenase-2 (COX-2) als möglicher Mediator des protektiven ERK-
Signalweges identifiziert und in T-Zellen wurde die Aktivierung von ERK mit der Induktion der Ex-
pression des FLICE (FADD-like interleukin 1β-converting enzyme)-inhibitorischen Proteins, einem Inhi-
bitor der Caspase-Kaskade, in Verbindung gebracht (Adderley und Fitzgerald, 1999; Yeh et al., 1998). 
Ein weiterer möglicher Mechanismus kann die Assoziation von ERK1/2 mit der PKCε sein, welche ein 
gut beschriebener Mediator kardialer Protektion ist (Bueno und Molkentin, 2002). Die MAPKs ERK 
formen mit PKCε einen Komplex in Mitochondrien, was zur Phosphorylierung und somit Inaktivie-
rung von Bad (Bcl-2- associated death promoter), einem pro-apoptotischen Protein der Bcl-2-Familie, 
führt (Baines et al., 2002). Zusätzlich können ERK1/2 direkt die p90 ribosomalen S6 Kinasen (p90RSKs) 
phosphorylieren, welche das Zellüberleben durch die Phosphorylierung von Bad beeinflussen 
(Smith et al., 1999; Valks et al., 2002). Auch die direkte Phosphorylierung und die daraus resultierende 
Degradierung des pro-apoptotischen Proteins Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death)EL, eben-
falls ein Mitglied der Bcl-2-Familie, durch ERK1/2 reduziert die apoptotische Signalweiterleitung (Ley 
et al., 2003; Luciano et al., 2003). Des Weiteren könnte auch die ERK1/2-vermittelte Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors GATA4 eine Rolle spielen, da GATA4 unter anderem die Expression des anti-





die Initiator-Caspasen 8 und 9, zentrale Schlüsselelemente zum Einleiten der Apoptose, durch 
ERK1/2 gehemmt werden können (Allan et al., 2003; Holmstrom et al., 2000; Soderstrom et al., 2002) 
(Abbildung 4). 
Zusammenfassend besitzt die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade eine wichtige Rolle in der Signalweiter-
leitung im Herzen. Die Kaskade hat eine protektive anti-apoptotische Funktion und kann zudem Hy-
pertrophie vermitteln. 
1.2.1.2 Die Rolle der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade in Krebs 
Da die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade eine herausragende Bedeutung in der Signalweiterleitung und da-
mit einhergehend in vielen zellulären Prozessen innehat, ist es nicht verwunderlich, dass ihre Kom-
ponenten potentielle therapeutische Zielstrukturen darstellen. So weiß man, dass einige Mitglieder 
dieser Kaskade im Rahmen von Krebserkrankungen oft Mutationen aufweisen. Beispielsweise expri-
mieren rund ein Drittel aller Tumore eine konstitutiv aktive, mutierte Form von Ras und ungefähr 8% 
der Tumore eine aktivierte Form von B-Raf (Samatar und Poulikakos, 2014). Die prominenteste Mu-
tation von B-Raf ist beispielsweise B-RafV600E, für die bekannt ist, dass sie unterschiedliche Krebsar-
ten auslösen kann (Maurer et al., 2011). Die übermäßige Aktivität der Kaskade trägt ganz entschei-
dend zu onkogenen Eigenschaften, wie Unabhängigkeit von Wachstumsfaktoren und Steigerung 
von Proliferation und Überleben bei (Montagut und Settleman, 2009). All diese Tatsachen machen 
die ERK-Kaskade zu einem attraktiven Ziel für die Entwicklung von Therapeutika. 
Etliche Bemühungen blieben erfolglos, aktiviertes Ras als Zielstruktur für eine Therapie zu verwen-
den, was zu dem Schluss führte, dass Ras wohl keinen geeigneten Angriffspunkt darstellt, daher kon-
zentrierte man sich in der Arzneimittelentwicklung auf dessen nachgeschaltete Kinasen Raf und MEK 
(Sebolt-Leopold, 2008). Die Raf-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib sowie der MEK-Inhibitor 
Trametinib konnten sich in der Therapie metastasierender Melanome mit einer B-Raf Mutation be-
weisen (Samatar und Poulikakos, 2014). Der EGF-Rezeptor ist bei Krebs ein starker Aktivator des ERK-
Signalwegs. Daher wird die ERK-Aktivierung auch als Biomarker für die Potenz eines EGFR-Inhibitors 
herangezogen. Eine gesteigerte EGFR-Aktivität tritt häufig bei Brustkrebs oder kolorektalen Tumo-
ren auf. Hierbei war Cetuximab der erste zugelassene monoklonale Antikörper, welcher die extrazel-
luläre Domäne des EGFR erkennt. Der komplett humanisierte Antikörper Panitumumab ist eine Wei-
terentwicklung und wird in der Therapie metastasierender kolorektaler Karzinome eingesetzt 
(Roberts und Der, 2007). 
1.2.2 Die MAP3K Raf 
Die Raf-Isoformen A-Raf, B-Raf und Raf-1 sind die am besten studierten MAP3K und regulieren am 
häufigsten und selektivsten den ERK-Signalweg (Raman et al., 2007). Raf-Aktivierung beinhaltet all-





sche Domäne von Raf (bestehend aus einer Ras-Bindungsdomäne und einer Cystein-reichen Do-
mäne verantwortlich für die Interaktion mit der Kinase-Domäne und Autoinhibition). Dabei sind an-
schließend noch weitere Schritte für eine endgültige Aktivierung von Nöten (weitere Phosphorylie-
rungen und Dephosphorylierungen) (Maurer et al., 2011). Der Aktivierungsprozess von Raf wird au-
ßerdem noch durch die Ausbildung von Homo- oder Heterodimeren (z. B. mit Kinase suppressor of 
Ras – KSR) begünstigt (Rajakulendran et al., 2009). Diese Dimerisierungen werden unter anderem 
durch Ras gesteigert und unterstehen einer negativen Feedback-Regulation durch ERK (Ritt et al., 
2010; Rushworth et al., 2006; Weber et al., 2001). 
Da Raf-1 im Körper weit verbreitet ist, erhielt es bisher die meiste Aufmerksamkeit. Nach mitogener 
Stimulation wird Raf-1 innerhalb von zwei bis drei Minuten transient aktiviert (Seger und Krebs, 
1995). Dabei interagiert Ras mit der N-terminalen regulatorischen Domäne von Raf-1, was zu dessen 
Rekrutierung an die Plasmamembran führt (Leevers et al., 1994; Stokoe et al., 1994). Obwohl Raf-1 
ursprünglich als der Hauptinitiator der ERK-Kaskade angesehen wurde, gerät B-Raf immer mehr in 
den Fokus von Forschern die entscheidende Isoform zu sein (Wellbrock et al., 2004). B-Raf wird durch 
Ras und Rap1 mit unterschiedlichen Kinetiken aktiviert, und es wird vermutet, dass dessen Langzeit-
Aktivierung durch Rap1, wie die Kurzzeit-Aktivierung von Raf-1 durch Ras, zu einem anhaltenden 
ERK-Signal führen kann (York et al., 1998). Die Aktivierung von B-Raf durch die Mixed-lineage protein 
kinase 3 (MLK3), einem Mitglied der MAP3K-Gruppe, treibt die ERK-vermittelte Proliferation voran, 
wohingegen Raf-1 wahrscheinlich durch PKC aktiviert wird (Chadee und Kyriakis, 2004a, b; Yoon und 
Seger, 2006). Darüber hinaus beinhaltet die Raf-1-Aktivierung dessen Assoziation mit diversen Pro-
teinen, wie 14-3-3 (14-3-3-Proteine binden spezifische Phosphoserin-haltige Sequenzen und tragen 
so womöglich zur Bildung von Komplexen bei) und KSR, während die B-Raf-Aktivierung einfacher zu 
verlaufen scheint und nur die Phosphorylierung der zwei Hauptpositionen (Thr598 und Ser601) be-
nötigt (Wellbrock et al., 2004). Raf-1 bindet auch wie schon beschrieben an RKIP, welches die Raf-
MEK-Assoziation unterbindet und so die MEK-Aktivierung verhindert (Yeung et al., 2000). So scheint 
es, dass B-Raf und Raf-1 durch jeweils eigene Mechanismen reguliert werden und dadurch Signale 
unterschiedlicher externer Stimuli weitergeben können (Yoon und Seger, 2006). 
Obwohl MEK1/2 als einzige weitgehend anerkannte Substrate von Raf zählen, existieren einige Hin-
weise für andere Effektoren – vor allem da es in drei Isoformen vorkommt. So gibt es Belege dafür, 
dass Raf-1 IκB, den negativen Regulator des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-κB), phosphoryliert und so dessen Degradierung induziert (Li und 
Sedivy, 1993). Andere Studien legen nahe, dass Raf-1 eine direkte Rolle im Zellüberleben spielt. Es 
bindet an Bcl-2-associated athanogene-1 (BAG1), welches die Interaktion von Raf-1 mit Bad vermit-





1.2.3 Die MAP2Ks MEK1/2 
MAP/ERK Kinasen (MEKs) bilden eine evolutionär konservierte Unterfamilie dualspezifischer Kinasen 
aus der Familie der Protein-Serin/Threonin Kinasen, welche die Phosphorylierung von Tyrosin- und 
Threoninstellen ihrer Zielproteine katalysieren. MEK1 und MEK2 vermitteln dabei die Phosphorylie-
rung von ERK1/2, ihre bisher einzig bekannten physiologischen Substrate (Roskoski, 2012b). Sie ha-
ben Molekülgrößen von 45kDa (MEK1) und 46kDa (MEK2) und sind mit über 85% hochgradig homo-
log (Wortzel und Seger, 2011). Sie sind aufgebaut aus einem langen trifunktionellen N-Terminus, ei-
ner katalytischen Proteinkinasedomäne und einem kurzen C-Terminus, welcher das Aktivierungs-
segment enthält. Der N-terminale Abschnitt beinhaltet ein inhibitorisches Segment, eine nukleäre 
Exportsequenz (NES) und ein Teilstück, das zur Bindung des Substrates ERK beiträgt (Fischmann et 
al., 2009). Die Aktivierung von MEK beinhaltet die Phosphorylierung an Serin- und Threonin- Stellen 
an dem für MAPK typischen Ser-Xaa-Ala-Xaa-Ser/Thr-Motiv und kann mithilfe von Raf oder durch 
Autophosphorylierung geschehen (Ahn et al., 1993; Gardner et al., 1994; Zheng und Guan, 1994). Im 
Falle von MEK1 sind es z. B. Serin 218 und 222, welche durch Raf-1 phosphoryliert werden. Die Phos-
phorylierung dieser beiden Positionen ist obligatorisch für die katalytische Aktivität von MEK1 (Alessi 
et al., 1994; Zheng und Guan, 1994). Die Assoziation von MEK1/2 mit ihren voran- oder nachgeschal-
teten Interaktionspartnern wird dabei sehr stark durch Scaffold-Proteine, wie KSR, reguliert 
(Roskoski, 2012b). KSR ist ein essentielles Scaffold-Protein und koordiniert so das räumliche Zusam-
menbringen der einzelnen Komponenten der Raf/MEK/ERK-Kaskade, wodurch z.B. die Phosphorylie-
rung von MEK1 durch Raf begünstigt wird (Brennan et al., 2011; Hu et al., 2011). Für beide MEKs ist 
bekannt, dass sie ERK1/2 vollständig aktivieren können (Chen et al., 2001; Crews et al., 1992; Zheng 
und Guan, 1993). Sie sind die einzigen Kinasen, welche beide regulatorischen Threonin- und Tyros-
instellen von ERK1/2 phosphorylieren können (Wortzel und Seger, 2011). Darüber hinaus bilden 
MEK1 und MEK2 Heterodimere aus, welche einem negativen Feedback-Mechanismus durch ERK un-
terliegen, bei dem die Phosphorylierung von Threonin 292 katalysiert wird und dies die Dephospho-
rylierung der Stellen Serin 218 und 222 in der Aktivierungsschleife erleichtert. Dies bestimmt schließ-
lich die Länge und Stärke des nachfolgenden ERK-Signals (Catalanotti et al., 2009). 
1.2.4 Die MAPKs ERK1/2 
Die MAPKs ERK1/2 wurden erstmals vor rund 30 Jahren aufgrund ihrer Eigenschaften microtubule 
associated protein 2 (MAP-2) und Myelin-Basisches Protein (MBP) phosphorylieren zu können be-
schrieben (Ahn und Krebs, 1990; Ray und Sturgill, 1987). ERK1 (Größe: 44kDa, daher auch p44ERK1 ge-
nannt) und ERK2 (Größe: 42kDa, daher auch p42ERK2 genannt) sind zu 83% identisch, wobei die meis-
ten Unterschiede zwischen ihnen außerhalb der Kinase-Domäne auftreten (Boulton et al., 1991; 
Boulton et al., 1990). Die hohe Übereinstimmung in ihrer Sequenz und die Tatsache, dass beide Kina-
sen ubiquitär co-exprimiert werden, lassen vermuten, dass sie gegenseitig austauschbar sind, da vor 





ERK2 führen (Lefloch et al., 2009; Robbins et al., 1993). Jedoch lassen diverse Studien, in denen die 
Gene von ERK1 oder ERK2 ausgeschaltet wurden, Rückschlüsse auf unterschiedliche Funktionen bei-
der Kinasen zu. Beispielsweise ist das erk1-Gen für die Entwicklung von Mäusen entbehrlich, wohin-
gegen der Verlust des erk2-Gens zu embryonaler Letalität führt, da diese Mäuse kein Mesoderm aus-
bilden können (Yao et al., 2003). Interessanterweise belegt dieselbe Studie, dass erk2-Null embryo-
nale Stammzellen eine unveränderte Proliferation aufweisen. Anscheinend ist ERK1 unter diesen Be-
dingungen in vitro doch in der Lage, den Verlust von ERK2 zu kompensieren. Weitere Untersuchun-
gen bestätigen die Letalität erk2-defizienter Mäuse und die Tatsache, dass ERK1 dies nicht verhin-
dern kann, obwohl es in diesen Mäusen sogar weitgehend exprimiert wird (Hatano et al., 2003; Saba-
El-Leil et al., 2003). Eine mögliche Antwort auf die Frage, ob ERK1 und ERK2 nun unterschiedliche 
Funktionen besitzen, liefern die Versuche von Lefloch et al. (Lefloch et al., 2008). Hier wurde beschrie-
ben, dass sowohl die Aktivierung als auch die Aktivität beider Kinasen nicht unterscheidbar sind und 
das Verhältnis derer Expression mit dem der Aktivierung übereinstimmt. Sie schließen daraus, dass 
die unterschiedliche Genexpression von ERK1 und ERK2 ursächlich für die biologischen Abweichun-
gen ist (Lefloch et al., 2008). 
1.2.4.1 Die Struktur von ERK2 
Die MEK1/2-vermittelte duale Phosphorylierung von ERK1/2 an Threonin- und Tyrosinstellen (Thr183 
und Tyr185 in murinem ERK2, dies entspricht Thr202/185 und Tyr204/187 in humanem ERK1/2), wel-
che in dem für MAPKs typischen Motiv Thr-Xaa-Tyr in der Aktivierungsschleife liegen (im Falle von 
ERK1/2 Thr-Glu-Tyr: TEY-Motiv), führt zur 1000-fachen Aktivierung der Kinasen (Roskoski, 2012a). Da-
bei kommt es zunächst zur Phosphorylierung des Tyrosins, woraufhin der Komplex aus phospho-
Tyrosin-ERK1/2 und MEK1/2 dissoziiert und anschließend wieder reassoziiert, damit MEK1/2 dann 
die Phosphorylierung des Threonins katalysieren kann (Burack und Sturgill, 1997; Haystead et al., 
1992). Beide kovalent gebundenen Phosphatreste sind für den Erhalt einer hohen Kinaseaktivität 
notwendig (Robbins et al., 1993; Seger et al., 1992). Die Monophosphorylierung einer der beiden Po-
sitionen kann teilweise auch zu einer Aktivierung von ERK führen, welche aber unter gängigen Be-
dingungen wahrscheinlich nicht ausreichend für eine Signalweiterleitung ist (Zhou und Zhang, 
2002). Nach Aktivierung vollziehen ERK1/2 ihre Funktionen schließlich über eine Vielzahl von Subs-
traten, welche aufgrund verschiedener Konditionen, Zelltypen oder Zellkompartimenten variieren 
können (Yoon und Seger, 2006). Generell sind ERK1/2 Prolin-gerichtete Serin/Threonin-Kinasen, das 
bedeutet, sie phosphorylieren Serin-/Threoninstellen auf die ein Prolin folgt: S/T-P, P+1-Position. Die 
korrekte Substraterkennung bzw. -bindung erfolgt über sogenannte Docking-Domänen (Interakti-
onsdomänen), wovon zwei für ERK sehr gut beschrieben sind: die D-Domäne, auch DEJL-Motiv, und 
die DEF-Domäne, auch FxFP-Motiv (Ramos, 2008). Die D-Domäne ist eine übliche Bindungsstelle für 
viele MAPKs und beinhaltet die Sequenz Arg/Lys-x-x-Arg/Lys-x1-6-Leu-x-Leu. Sie interagiert mit ERK 
an dessen CRS (cytosolic retention sequence)/CD (common docking)-Motiv an den Positionen 316-319. 





direkt auf die S/T-P-Phosphorylierungsstelle folgt. Diese Domäne bindet ERK an den Stellen 185-261 
(Ratten-ERK2), die an die Aktivierungslippe angrenzen und nur nach Aktivierung von ERK erreichbar 
ist. Die verschiedenen Interaktionsmöglichkeiten im Bereich der Erkennung und Bindung von Subs-
traten tragen somit u. a. zur Substrat-Spezifität von ERK1/2 bei (Ramos, 2008; Yoon und Seger, 2006). 
 
Abbildung 5: Dreidimensionale Strukturen von unphosphoryliertem und phosphoryliertem ERK2 
Die dreidimensionalen Strukturen von unphosphoryliertem (links) und phosphoryliertem (rechts) ERK2 wurden adaptiert 
nach Canagarajah et al., 1997 und Zhang et al., 1994. 
Sowohl die dreidimensionale Struktur von unphosphoryliertem als auch die von hochaktivem, phos-
phoryliertem ERK2 sind aufgeklärt (Canagarajah et al., 1997; Zhang et al., 1994). Im Allgemeinen be-
steht ERK2, wie alle Proteinkinasen und zuallererst für PKA beschrieben (Knighton et al., 1991), aus 
einer kleinen N-terminalen und einer großen C-terminalen Domäne, welche diverse konservierte α-
Helices und β-Stränge enthalten. Die beiden Domänen bilden einen tiefen Spalt, der als ATP- und 
Magnesiumbindungsstelle dient. Die Bindung von Substraten erfolgt an der Oberfläche dieser Ta-
sche. Ein flexibler Linker ermöglicht es den Domänen, sich durch Rotation voneinander weg zu ori-
entieren, um Substrate freizulassen oder sich zur Schließung des aktiven Zentrums zueinander hin-
zubewegen (Chen et al., 2001; Wolf und Seger, 2002). 
Die N-terminale Domäne wird von einem fünfsträngigen, antiparallel angeordneten β-Faltblatt do-
miniert (β1-β5). Daneben enthält sie auch zwei Helices: die αC-Helix, die bei aktiver und inaktiver 
Orientierung auftritt, und die αL16-Helix mit einer C-terminalen Verlängerung bis in den katalyti-
schen Kern. Eine glycinreiche (GxGxxG) ATP-Phosphat-Bindungsschleife zwischen dem β1- und β2-
Strang stellt den flexibelsten Bereich der N-terminalen Domäne dar und dient der Positionierung der 
β- und γ-Phosphate des ATP für die Katalyse. Die Salzbrücke zwischen dem β3-Lysin und dem αC-





Diese ist zwar nötig, aber alleine nicht ausreichend für die vollständige Kinaseaktivität (Canagarajah 
et al., 1997; Kornev et al., 2006; Roskoski, 2012a; Taylor und Kornev, 2011). 
Die C-terminale Domäne ist hauptsächlich α-helikal aus sechs konservierten Segmenten (αD-αI) auf-
gebaut und dient der Substratbindung. Sie beinhaltet außerdem vier kurze, konservierte β-Stränge 
(β6-β9), welche die meisten katalytischen Domänen zum Transfer von Phosphatresten auf Substrate 
beherbergen und zwischen den Helices αE und αF liegen (Chen et al., 2001). Ein Einschub im C-Ter-
minus, welcher circa 30-40 Aminosäuren umfasst, ist charakteristisch für MAPKs und wird daher 
MAPK insert genannt (English et al., 1999). 
Das Aktivierungssegment stellt das wichtigste regulatorische Element von Proteinkinasen dar. Seine 
Konformation beeinflusst die Substratbindung und die katalytische Aktivität des Enzyms und es be-
findet sich zwischen der katalytischen Schleife und der αF-Helix. Es besteht aus einer Magnesium-
bindungsschleife am N-Terminus und der Aktivierungsschleife, bei ERK1/2 Aktivierungslippe, in der 
Mitte. Diese Schleife, welche für die Positionierung eines Magnesiumions zuständig ist, beginnt mit 
dem für die Katalyse wichtigen, konservierten Motiv Asp-Phe-Gly (DFG). Das Aspartat in diesem Mo-
tiv bindet direkt zwei Magnesiumionen im aktiven Zentrum. Die Aktivierungslippe enthält das TEY-
Motiv und befindet sich auf der Oberflächenschleife L12. Im unphosphorylierten Zustand berührt 
die Aktivierungslippe das MAPK insert, wodurch das Tyr185 des TEY-Motivs die P+1-Substratbinde-
stelle blockiert. Die nach der Phosphorylierung dieses Motivs entstandenen negativ geladenen 
Phosphatreste bilden starke Wasserstoffbrückenbindungen aus und bringen so Konformationsän-
derungen mit sich, die das aktive Zentrum und die Substratbindungsoberfläche organisieren 
(English et al., 1999; Kornev und Taylor, 2010; Roskoski, 2012a). 
Die beschriebenen Strukturen von ERK2 legen eine schwache Stabilität des unphosphorylierten En-
zyms dar, vor allem hinsichtlich der Aktivierungslippe und αL16, einer C-terminalen Verlängerung 
zum katalytischen Zentrum. Im unphosphorylierten Zustand blockiert Y185 teilweise die Substrat-
bindungsstelle. Phosphoryliert bindet Y185 allerdings an eine Anionenbindetasche und gibt so die 
Oberfläche zur Bindung des Prolins frei, gefolgt von der Phosphorylierungsstelle des Substrates. Die 
Konformationsänderungen, welche zu einer korrekten Anordnung des aktiven Zentrums führen, 
werden durch ein Netzwerk an Interaktionen von phosphoryliertem T183 und Stellen in der N-ter-
minalen Domäne verursacht und verändern dadurch die Position von αL16 und die Orientierung der 
αC-Helix der N-terminalen Domäne. Diese Repositionierungen führen schließlich auch zu einer Ro-
tation der beiden Domänen zueinander hin (Cobb, 1999). 
1.2.4.2 Regulation der Signalweiterleitung und deren Spezifität 
Circa 80% der zellulären Proteine weisen die minimale Übereinstimmungssequenz (S/T-P) für Sub-
strate von ERK1/2 auf. Tatsächlich wurden schon über 150 Substrate von ERK beschrieben. Diese 





kinasen und Phosphatasen, Scaffold-Proteine und Proteine des Zytoskeletts, Rezeptoren und Signal-
moleküle, apoptoseassoziierte Proteine und andere. Während die eine Hälfte dieser Proteine im Zell-
kern lokalisiert ist, befindet sich die andere Hälfte im Zytosol, an der Plasmamembran und an Zellor-
ganellen. Obwohl viele dieser Substrate in derselben Zelle exprimiert sein können, ist es eher un-
wahrscheinlich, dass alle simultan phosphoryliert werden. Es bestehen zeitliche und räumliche Ko-
ordinationsmechanismen und diese können in fünf verschiedene Arten aufgeteilt werden (Wortzel 
und Seger, 2011; Yoon und Seger, 2006). 
1) Unterschiede in der Dauer und Stärke des Signals 
In PC12-Zellen induzieren EGF und NGF (nerve growth factor) eine starke Aktivierung von ERK1/2. 
Allerdings verursacht die Stimulation mit EGF eine transiente Aktivierung (Höhepunkt nach 15 Mi-
nuten und basale Level nach 40 Minuten erreicht) und Proliferation der Zellen, wohingegen NGF-
Stimulation zu einer langanhaltenden Aktivierung (nach 15-180 Minuten) und Differenzierung der 
Zellen führt (Marshall, 1995; Nguyen et al., 1993). Ursächlich dafür sind wahrscheinlich immediate 
early genes, welche bestimmte zelluläre Prozesse abhängig von der Länge des Signals induzieren 
(Murphy et al., 2002). Die Dauer des Signals wird dabei hauptsächlich über Phosphatasen bestimmt, 
was sie zu wichtigen Regulatoren von ERK1/2-Signalwegen macht (Keyse, 2008) (siehe folgenden 
Absatz). 
2) Mechanismen zur Inaktivierung der Kaskade 
Da für eine hohe MAPK-Aktivität beide Aktivierungsstellen, also Threonin und Tyrosin, phosphory-
liert vorliegen müssen, führt die Entfernung schon einer dieser Phosphatstellen durch Phosphatasen 
zur Inaktivierung von MAPKs (Cobb, 1999). MAPK-Phosphatasen (MKPs) gehören zu der Gruppe der 
dualspezifischen Phosphatasen (daher auch „DUSP“ als Abkürzung gebräuchlich). Diese sind in der 
Lage MAPKs selektiv an beiden Positionen zu dephosphorylieren und werden in zwei Gruppen un-
terteilt. Sie sind entweder durch Wachstumsfaktoren oder stressinduzierte Gene kodiert und wei-
testgehend im Zellkern lokalisiert (DUSP1/MKP-1, DUSP2, DUSP4/MKP-2 ) oder sie werden nicht akut 
durch Transkription reguliert und befinden sich im Zytosol (DUSP6/MKP-3, DUSP7 und DUSP9/MKP-
4 – alle ERK-spezifisch). Diese Unterschiede implizieren schon Abweichungen in der zeitlichen und 
räumlichen Inaktivierung die sie verursachen (Caunt und Keyse, 2013; Kidger und Keyse, 2016; 
Pearson et al., 2001). Dabei können ERK1/2 die Aktivität der MKPs sogar auch direkt beeinflussen. 
MKP-1 wird durch ERK1/2 phosphoryliert, was womöglich vor proteosomaler Degradierung schützt, 
und die Aktivität der MKP-3 wird als Konsequenz der Bindung von ERK1/2 an deren regulatorischer 
Domäne gesteigert (Brondello et al., 1999; Nichols et al., 2000). Viele MKPs werden charakteristischer-
weise unter basalen Bedingungen nur in geringen Mengen exprimiert, wobei deren Expression nach 
Stimulation entweder als immediate early oder delayed early genes induziert wird (Amit et al., 2007; 
Nunes-Xavier et al., 2010). Solche MKPs können folglich nur auf langanhaltende ERK-Signale Einfluss 
nehmen, wohingegen konstitutiv exprimierte MKPs theoretisch Reaktionen auf alle Phasen einer Sti-





und 1 (PP2A und PP1) sind wichtige Regulatoren der ERK1/2-Aktivität (English et al., 1999). Beispiels-
weise trägt das SV40 small tumor antigen zur Proliferation bei, indem es durch Interaktion mit PP2A 
dessen Aktivität in Richtung ERK1/2-Signalweg verringert (Sontag et al., 1993). 
Aufgrund der Vielfalt der Phosphatasen, welche mit ERK1/2 interagieren, kann geschlussfolgert wer-
den, dass Phosphatasen stimulusabhängig, zeitlich reguliert, subpopulationsabhängig und meist in 
Gruppen agieren, um eine adäquate Inaktivierung der MAPKs gewährleisten zu können (Caunt und 
Keyse, 2013; Cobb, 1999). 
3) Crosstalk der MAPK-Komponenten mit anderen Signalwegen 
Ein und derselbe Stimulus kann nicht nur die Raf/MEK/ERK-Kaskade, sondern auch andere Signal-
kaskaden, u.a. PI3K-AKT und NF-κB, aktivieren. Diese Kaskaden können auch miteinander interagie-
ren und so den Ausgang der jeweiligen Signalwege modulieren (Wortzel und Seger, 2011). So 
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der PI3K-AKT-Signalweg die Raf/MEK/ERK-Kaskade inhi-
biert, indem AKT Raf in dessen regulatorischer Domäne phosphoryliert (Zimmermann und Moelling, 
1999). 
4) Vorhandensein mehrerer Komponenten auf jedem Level der Kaskade 
Die Tatsache, dass auf der Stufe der MAP3K nicht nur verschiedene Isoformen von Raf, sondern auch 
andere Proteine, wie MEKK1 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1), Cot (Cancer Osaka thy-
roid, MAP3K8) und Mos (Moloney murine sarcoma viral oncogene homolog), involviert sein können 
und diese unter unterschiedlichen Konditionen agieren, weist auf die vielseitige Aktivierung der Kas-
kade hin (Wortzel und Seger, 2011). Obwohl MEK1 und MEK2 zu über 85% identisch sind, bilden Ras 
und Raf-1 nur mit MEK1 Signalkomplexe. Nach EGF-Stimulation in HeLa-Zellen aktiviert Raf-1 sowohl 
MEK1 als auch MEK2, A-Raf jedoch nur MEK2 (Jelinek et al., 1994; Wu et al., 1996). So können nicht 
nur wie oben beschrieben ERKs selber unterschiedliche Funktionen aufweisen, auch die vorange-
schalteten Kinasen tragen zur Erweiterung der Signalspezifität bei. 
5) Interaktion mit Scaffold- oder Ankerproteinen 
Scaffold-Proteine rekrutieren Proteine, welche zu einem bestimmten Signalweg gehören, und brin-
gen sie so in räumliche Nähe zueinander. Dies führt zu schnelleren Kinetiken, höheren Spezifitäten, 
Kompartmentalisierung und Crosstalk mit anderen Signalwegen. Darüber hinaus ermöglichen es 
Scaffold-Proteine einer Signalkaskade unterschiedliche Funktionen als Antwort auf einen oder meh-
rere Stimuli zu erfüllen, indem sie verschiedene Substrate zur Kaskade rekrutieren und diese zudem 
vor Phosphatasen schützen können (Chuderland und Seger, 2005; Liang und Sheikh, 2016). Während 
Scaffold-Proteine mehr als eine Komponente eines Signalmoduls binden, interagieren Ankerprote-





MEK Partner 1 (MP1) bindet selektiv MEK1 und ERK1 und steigert dadurch deren Interaktion und 
Aktivierung (Schaeffer et al., 1998). Der Komplex wird aufgrund dessen Interaktion mit dem endoso-
malen Protein p14 zu late endosomes geführt, was bedeutet, dass beide Proteine für die MP1-gestei-
gerte Aktivierung von ERK an Endosomen benötigt werden (Teis et al., 2002; Wunderlich et al., 2001). 
KSR ist das am besten untersuchte Scaffold-Protein des ERK-Signalwegs und bindet Raf, MEK1/2 und 
ERK1/2 (Morrison, 2001; Yu et al., 1998). Nach Aktivierung wird KSR zur Plasmamembran rekrutiert 
indem es mit dem 14-3-3 Protein oder mit γ-Untereinheiten von heterotrimären G-Proteinen intera-
giert (Chuderland und Seger, 2005; Muller et al., 2001). In ruhenden Zellen ist ein Teil von MEK1/2 mit 
KSR assoziiert und wird nach Aktivierung von KSR an die Plasmamembran zu dessen direktem Akti-
vator Raf-1 gebracht. Dabei formen sich Raf/MEK/ERK-Komplexe, welche eine Aktivierung von 
ERK1/2 erleichtern (Raman et al., 2007). 
β-Arrestin1/2 können Raf, MEK und ERK binden, wobei sich der β-Arrestin/Raf/MEK/ERK-Komplex 
während der Endozytose von GPCRs bildet und aktiviertes ERK so bei den early endosomes anzutref-
fen ist (DeFea et al., 2000a; DeFea et al., 2000b). Das Binden von β-Arrestin1/2 an ERK1/2 erleichtert 
zwar die Aktivierung von ERK1/2 durch GPCRs, allerdings können β-Arrestine auch an phosphory-
lierte ERK1/2 binden und so die ERK-abhängige Transkription vermindern, da durch die Interaktion 
deren Translokation in den Zellkern unterbunden wird (Tohgo et al., 2002). 
Genauso wie β-Arrestine dient Sef (similar expression to fgf genes) als räumlicher Regulator für ERK1/2, 
indem es auch als zytosolischer Anker für aktiviertes ERK dient. Es kolokalisiert dabei mit aktivem 
MEK und ERK am Golgi-Apparat in stimulierten Zellen (Torii et al., 2004). 
Ein weiterer wichtiger zytoplasmatischer Anker von ERK1/2 ist MEK selbst. MEK besitzt eine NES. Die 
Tatsache, dass ERK in ruhenden Zellen mit MEK assoziiert ist, zieht dessen zytosolische Lokalisation 
mit sich, welche aber nach Stimulation der MAPK-Kaskade aufgehoben wird, da ERK von MEK dann 
aufgrund von Konformationsänderungen dissoziiert (Fukuda et al., 1996; Fukuda et al., 1997). 
6) Subzelluläre Lokalisation der MAPK-Komponenten 
Wie schon angedeutet, ist ein überaus wichtiger Mechanismus, der zur Spezifität der Raf/MEK/ERK-
Kaskade beiträgt die Begrenzung der einzelnen Komponenten dieser Kaskade auf spezifische zellu-
läre Kompartimente und die dynamische Veränderung deren Lokalisation nach Stimulation. 
In ruhenden Zellen befinden sich alle Mitglieder der MAPK-Kaskade primär im Zytoplasma, haupt-
sächlich aufgrund spezialisierter Anker-/Scaffold-Proteine und im Falle von MEK noch zusätzlich der 
NES (Shaul und Seger, 2007). Die Verteilung der Komponenten wird nach Stimulation allerdings dras-
tisch verändert. Raf-1 wird aufgrund der Interaktion mit aktiviertem Ras zur Plasmamembran rekru-
tiert, während MEKs und ERKs sich von ihren zytoplasmatischen Ankern lösen und viele ihrer Mole-
küle dadurch in den Zellkern translozieren (Chen et al., 1992; Jaaro et al., 1997; Warne et al., 1993). 
Dabei verwenden sowohl ERKs als auch MEKs aktive und passive Transportmechanismen, um in den 





von ERK in den Zellkern die Homodimerisierung von ERK nach Stimulation benötigt. Andererseits 
konnten andere Studien zeigen, dass die Mutation der Dimerisierungsstellen die stimulusinduzierte 
Translokation nicht beeinflusst (Adachi et al., 1999; Khokhlatchev et al., 1998; Wolf et al., 2001). Die 
Rolle der Dimerisierung von ERK auf dessen Lokalisation ist somit nicht vollständig geklärt. Eine mög-
liche Lösung dieser Frage liefern diverse Studien zu einer Autophosphorylierung von ERK2 an 
Threonin 188 (T208 in ERK1). Diese Autophosphorylierung wurde als Trigger für die Translokation 
von ERK in den Zellkern identifiziert (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 2013; Vidal et al., 2012). Dabei 
ist die Dimerisierung von ERK eine Notwendigkeit für das Auftreten dieser Phosphorylierung (Lorenz 
et al., 2009a). Weitere Studien lieferten Hinweise darauf, dass ERKs in den Kern translozieren, indem 
sie direkt mit Proteinen des Kernporenkomplexes (nuclear pore complex, NPC), sog. Nukleoporinen 
(NUPs), interagieren (Matsubayashi et al., 2001; Whitehurst et al., 2002). Obwohl ERK1/2 selber keine 
NLS-Sequenz besitzen, ersetzt die SPS (Ser-Pro-Ser)-Domäne deren Funktion, indem diese nach ihrer 
Phosphorylierung die Assoziation von ERK mit Importin7 ermöglicht (Chuderland et al., 2008). Im-
portine bilden Komplexe mit zytosolischen Proteinen und Proteinen des NPC und tragen so zur ener-
gieabhängigen Translokation von Proteinen bei (Xu und Massague, 2004). 
Schon kurze Zeit nach Stimulation werden MEKs über das Exportin-System, das sich der NES bedient, 
exportiert (Jaaro et al., 1997). ERKs verweilen jedoch länger im Nukleus, was wahrscheinlich auf deren 
Interaktion mit neu synthetisierten kurzlebigen Proteinen zurückzuführen ist, die als nukleäre Anker 
fungieren (Lenormand et al., 1998). Zuletzt führt der nukleäre Export von MEK selber auch zur zyto-
plasmatischen Relokalisation von ERK über einen MEK-abhängigen, aktiven Transportmechanismus 
(Adachi et al., 2000). 
Durch die Lokalisation der einzelnen Komponenten der MAPK-Kaskade werden die Signale zu ihren 
jeweils geeigneten Substraten weitergeleitet, was maßgeblich zum Erhalt der Spezifität dieser Sig-
nalkaskade beiträgt (Shaul und Seger, 2007). 
1.2.4.3 ERK1/2 Homo- und Heterodimerisierung 
Phosphoryliertes ERK formt sowohl mit ebenfalls phosphoryliertem als auch mit unphosphorylier-
tem ERK Dimere. Die Dissoziationskonstante für das Dimer von aktivem ERK2 beträgt 7,5nM und ist 
somit 3000-fach kleiner als die für unphosphoryliertes ERK. Dies lässt den Schluss zu, dass phospho-
ryliertes ERK wohl als Dimer in Zellen vorliegt (Khokhlatchev et al., 1998). Khokhlatchev et al. zeigten 
außerdem, dass die Inhibition der Dimerisierung eine verminderte nukleäre Akkumulation von ERK 
mit sich führt. Somit stellt die Dimerisierung sehr wahrscheinlich eine Voraussetzung für die Translo-
kation von ERK in den Kern dar (Khokhlatchev et al., 1998). Diese Hypothese wird durch eine weitere 
Studie bekräftigt, welche beschreibt, dass ERK nicht nur passiv als Monomer, sondern auch über ei-
nen aktiven Mechanismus als Dimer in den Zellkern gelangen kann (Adachi et al., 1999). Das Dimer, 





nahe der Phosphorylierungsdomäne ein, welche durch die Aktivierung von ERK einer Konformati-
onsänderung unterlaufen (Canagarajah et al., 1997). Dabei besteht das Interface des Dimers aus ei-
nem nichthelikalen Leucin-Zipper, der von Stellen im C-Terminus und einem Netzwerk an Interaktio-
nen zwischen Positionen in der Phosphorylierungsschleife und im C-Terminus gebildet wird 
(Khokhlatchev et al., 1998). Das Dimer ist symmetrisch und die aktiven Zentren sind in beiden ERK-
Molekülen zugänglich. 
Eine genauere Untersuchung von ERK2-Dimeren zeigt, dass der Leucin-Zipper aus den Aminosäuren 
L333, L336 und L344 beider ERK-Moleküle gebildet wird. H176 aus der Aktivierungslippe und E343 
aus dem C-Terminus formen an beiden Enden des Interfaces jeweils ein Ionenpaar. Insgesamt sind 
pro Monomer elf Aminosäuren an der Ausbildung des Dimers beteiligt (Wilsbacher et al., 2006). 
Ob die Dimerisierung von ERKs tatsächlich eine Voraussetzung für ihre Translokation in den Kern 
darstellt bleibt weiterhin umstritten und ist noch nicht gänzlich geklärt. Der aktive Transport von 
ERK-Dimeren ist nicht der einzige Translokationsmechanismus von ERK, jedoch ist es möglich, dass 
der aktive Mechanismus zur schnellen Translokation in den Kern benötigt wird (Adachi et al., 1999). 
Interessanterweise lassen sich ERK-Dimere durch Live Cell Imaging mithilfe von Förster-Reso-
nanzenergietranfer (FRET)-Messungen nicht detektieren (Burack und Shaw, 2005). Casar et al. kom-
men auch auf den Schluss, dass die Dimerisierung von ERK zur räumlichen Spezifizierung des ERK-
Signalwegs beiträgt. Allerdings ist in diesem Fall die Dimerisierung essentiell für die Bindung von 
ERK an zytosolische Scaffolds und begünstigt so die zytosolische und nicht nukleäre ERK-Signalwei-
terleitung (Casar et al., 2008). Weiterhin konnte demonstriert werden, dass eine dimerisierungsdefi-
ziente Mutante von ERK1 (ERK1Δ193-196, kurz: ERK1-Δ4) eine mit wildtypischem ERK1 vergleichbare 
Kerntranslokation aufweist (Lidke et al., 2010). 
All diese diversen Ergebnisse lassen annehmen, dass die Dimerisierung von aktivem ERK nicht einem 
speziellen Signal dient, sondern vielmehr als räumlicher Regulationsmechanismus betrachtet wer-
den kann, welcher durch unterschiedliche Mechanismen initiiert wird und den Ausgang verschiede-
ner Signalwege betrifft. 
1.2.4.4 Die ERKThr188-Phosphorylierung 
Ein weiterer regulatorischer Mechanismus, welcher zur Signalspezifität von ERK1/2 beiträgt, ist de-
ren Autophosphorylierung an Threonin 188 in murinem ERK2 (Thr208 in ERK1). Sie fördert die nuk-
leäre Akkumulation von ERK und damit einhergehend die Aktivierung nukleärer Zielproteine, wel-
che dafür bekannt sind kardiale Hypertrophie zu verursachen (Lorenz et al., 2009a). Humane Proben 
insuffizienter Herzen und transgene Mausmodelle, die Mutationen an der Stelle 188 trugen, bewei-
sen einen kausalen Zusammenhang zwischen dieser Autophosphorylierungsstelle und kardialer Hy-
pertrophie. So wurde diese Autophosphorylierungsstelle in transgenen Mäusen untersucht, welche 





Alanin oder Serin getauscht wurde, oder in denen die konstitutive Thr188-Phosphorylierung simu-
liert wurde, durch den Austausch von Threonin 188 zu Asparaginsäure (Lorenz et al., 2009a; Ruppert 
et al., 2013; Vidal et al., 2012). Die Untersuchung dieser Mäuse erbrachte, dass die kardiale Hypertro-
phie, hervorgerufen durch eine Erhöhung der Nachlast durch eine Aortenligation, von der ERKThr188-
Phosphorylierung abhängig ist und phosphorylierungsdefiziente Mutanten diese hypertrophe Re-
aktion signifikant verringern. 
Dabei ist das Auftreten der Thr188-Autophosphorylierung das Resultat einiger notwendiger Ereig-
nisse (siehe Abbildung 6). 
(1) Die hypertrophe Aktivierung Gαq- oder Gαs- gekoppelter Rezeptoren und folglich 
(2) Aktivierung der gesamten Raf/MEK/ERK-Kaskade mit damit einhergehender dualen Phosphory-
lierung von ERK am TEY-Motiv, damit aktiviertes ERK dann 
(3) dimerisieren kann und das entstandene Dimer mit freigesetzten  
(4) Gβγ-Untereinheiten interagiert (Lorenz et al., 2009a; Vidal et al., 2012). 
Die Autophosphorylierung tritt langsamer auf als die Phosphorylierung im TEY-Motiv, ist dafür aber 
über einen längeren Zeitraum persistent, was zu der Rolle, welche sie in dem Langzeitprozess der 
kardialen Hypertrophie spielt, passt (Lorenz et al., 2009a). 
Eine weitere Studie belegt die Anwendbarkeit der Thr188-Autophosphorylierung als therapeutische 
Zielstruktur in pathologischer kardialer Hypertrophie. Mausmodelle zeigen, dass die Beeinträchti-
gung der Autophosphorylierung selektiv pathologische Hypertrophie verringert, ohne dabei Aus-
wirkungen auf die anti-apoptotische Signalweiterleitung von ERK im Herzen zu haben (Ruppert et 
al., 2013). 
 
Abbildung 6: Modell der ERKThr188-Phosphorylierung 
Die Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade durch GPCRs oder RTKs führt zu einer dualen Phosphorylierung von ERK im TEY-
Motiv, wodurch die Kinase aktiviert ist und dimerisieren kann. Hypertrophe Stimulation führt darüber hinaus zu der Inter-
aktion von ERK-Dimeren mit Gβγ-Untereinheiten und anschließend zu einer Autophosphorylierung an der Position Thre-






ERK1/2 sind wie im Vorhergehenden herausgearbeitet wichtige Mediatoren der Signaltransduktion 
von externen Stimuli. Dabei spielen sie im Herzen eine herausragende Rolle bei der Vermittlung pa-
thologischer Hypertrophie sowie des Zellüberlebens. Sie sind Bestandteil der Raf/MEK/ERK-Signal-
kaskade und werden von MEK1/2 durch duale Phosphorylierung am TEY-Motiv aktiviert. Bei der Viel-
zahl möglicher ERK-Substrate ist eine spezifische Regulierung der Signalweiterleitung von essentiel-
ler Bedeutung. Einige solcher Regulationsmechanismen sind bekannt, so wie die Dimerisierung von 
ERK nach Aktivierung oder die daraus folgende Autophosphorylierung an Threonin 188. Es bleibt 
jedoch offen, wie das Wissen um diese Signalregulierungen therapeutisch genutzt werden kann, um 
pathologische Zustände, an denen ERK1/2 beteiligt sind, zu mindern oder sogar zu verhindern. Da-
bei darf nicht außer Acht gelassen werden, dass ERK1/2 auch protektive Rollen zugesprochen wer-
den. So vermitteln sie im Herzen auch das Zellüberleben. Die Studien über die ERKThr188-Autophos-
phorylierung liefern eine mögliche Lösung zum selektiven Eingreifen in die Signalweiterleitung von 
ERK1/2. Dennoch fehlt ein anwendbarer therapeutischer Ansatz um das Auftreten dieser Autophos-
phorylierung zu unterbinden. Eine Möglichkeit dazu bietet die Dimerisierung von ERK, da sie eine 
Voraussetzung für die ERKThr188-Autophosphorylierung darstellt. Ziel dieser Studie ist es herauszuar-
beiten, welche Auswirkungen die Inhibition der Dimerisierung auf Kardiomyozyten und das Herz 
insgesamt hat und ob sie womöglich eine therapeutische Strategie zur spezifischen Behandlung 



















Alle hier nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Merck, 




Alexa Fluor®488 Phalloidin Molecular Probes 
Ampuwa® Fresenius Kabi 
Coomassie Brilliant Blau R-250 BioRad 
p-Cumarsäure Fluka 
Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran)  Pharmacia 
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) Invitrogen 
DNA-Größenstandard (100 Basenpaar/1 Kilobasenpaar) NEB 
Luminol Alexis 
PD98059 Calbiochem (Merck Millipore) 
peqGold Proteinmarker III® Peqlab 




Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit eBioscience 
Caspase-Glo®3/7 Assay Promega 
Duolink® In Situ Red Starter Kit Mouse/Rabbit Sigma 
In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red Roche 
Pierce® BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific  
Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Scientific  
Plasmid Plus Midi Kit® Qiagen 
RNeasy® Mini Kit Qiagen 
SsoFastTM EvaGreen® Supermix BioRad 
SuperScript® Reverse Transcriptase Invitrogen 







Amicon® Ultra Zentrifugationseinheiten Millipore 





Entwicklungs- und Fixierlösungen für Autoradiographiefilme Sigma Aldrich 
Eukitt® (Mounting-Medium) Sigma Aldrich 
Fluoromount G™ (Mounting-Medium) SouthernBiotech 
Immersionsöl für die Mikroskopie (fluoreszenzfrei) Applichem 
Kryoröhrchen Nunc 
Lumineszenzplatten (96-well, weiß) Nunc 
Nickel-Nitriloessigsäure (Ni-NTA)-Agarose Quiagen 
Objektträger Hartenstein 
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran Hartenstein/ GE Healthcare 
Protein-A-Sepharose GE Healthcare 
Protein-G-Sepharose GE Healthcare 
Superfrost®-Objektträger Hartenstein 
Zellkulturschalen Nunc 
Zählerröhrchen für Flüssigszintillationszählung (Polyethylen) Hartenstein, Perkin Elmer 
Zellsieb (40µM), Nylon BD Biosciences 




2.4 Reagenzien für die Zellkultur 
Bezeichnung Hersteller 
  
BrdU Sigma Aldrich 
DPBS-Puffer (ohne Calcium und Magnesium) PAN 
DMEM mit 4,5g/l Glukose PAN 
FCS Biochrom 
L-Glutamin (200mM) PAN 
McCoy’s 5A Medium Gibco 
MEM Eagle ohne NaHCO3 Sigma Aldrich 
Opti-MEM® Invitrogen 
Penicillin (10.000U/ml)/Streptomycin (10mg/ml) PAN 
Poly-D-Lysin Hydrobromid MP Biomedicals, Sigma Aldrich 
RPMI Medium 1640 Gibco 
Trypsin/EDTA PAN 





Kollagenase Typ 2 (323U/mg) Worthington, Lakewood 
Desoxyribonuklease (DNAse) I,RNAse frei Sigma Aldrich 
Sequencing Grade Modified Trypsin Promega 
Taq-DNA-Polymerase Invitrogen 
Trypsin (Difco™ Trypsin 250) BD Biosciences 





2.6.1 primäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Firma Katalognr. 
     
c-Myc Kaninchen 1:1000 Santa Cruz sc-789 
c-Myc Maus 1:350 Sigma M4439 
ERK1/2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9102 
ERK2 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz sc-153 
Flag Maus 1:10000, 1:200 Sigma-Aldrich F3165 
Gβ Kaninchen 1:5000 Santa Cruz sc-378 
HA Maus 1:5000 Covance MMS-101R 
HA Kaninchen 1:500 Cell Signaling 3724 
Max Kaninchen 1:200 Santa Cruz sc-197 
Phospho-Bim (Ser69) Kaninchen 1:400 Cell Signaling 4581 
Phospho-Elk-1 (Ser383) Kaninchen 1:750 Cell Signaling 9181 
Phospho-Elk-1 (Ser383) Kaninchen 1:1000 abcam ab34270 
Phospho-ERK1/2 (TEY) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9101 
Phospho-ERK1/2 (Thr188) Kaninchen 1:2000 Lorenz et al., 2009 
 
Phospho-ERK1/2 (Thr188) Kaninchen 1:1000 Badrilla A010-40AP 
Phospho-p90RSK (Ser380) Kaninchen 1:5000 abcam 9341 
2.6.2 sekundäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Firma Katalognr. 
          
Kaninchen, Peroxidase-konjugiertes IgG Ziege 1:5000-1:10000 Dianova 111035144 
Maus, Peroxidase-konjugiertes IgG Ziege 1:5000-1:10000 Dianova 115035003 










Bezeichnung Sequenz   
Myc-Peptid (reverse) 5’-tct gta tcc tgg ctg gaa tct-3’ 
Myc-Peptid (forward) 5’-atg gag cag aag ctc atc agc-3’ 
  
RT-PCR-Primer  
GAPDH (reverse) 5’-tgg caa agt gga cat tgt tg-3’ 
GAPDH (forward) 5’-cat tat cgg cct tga ctg tg-3’ 
ANF (reverse) 5’-agt gcg gcc cct gct tcc tca-3’ 
ANF (forward) 5’-aca gat ctg atg gat ttc aag aac ctg c-3’ 
Collagen Typ III (reverse) 5’-acc ccc aat gtc ata gg-3’ 
Collagen Typ III (forward) 5’-aaa cag caa att cac tta cac-3’ 
Myc-Peptid (reverse) 5’-tcg tcc aac tcc atg tca aa-3’ 
Myc-Peptid (forward) 5’-atc agc gag gag gac ctc-3’ 
2.9 Plasmidvektoren 
Bezeichnung Spezies Bemerkung Referenz 




pAd/CMV/V5-Flag-ERK2 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pAd/CMV/V5-Flag-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pAd/CMV/V5-Flag-ERK2Δ174-177,T188D Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pAd/CMV/V5-YFP-ERK2 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
pAd/CMV/V5-YFP-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
pAD/CMV/V5-eGFP Qualle 
 
T. Stiewe, Marburg 
pAD/CMV/V5-LacZ E. coli  K. Lorenz, Würzburg 




pcDNA3-HA-ERK2  Maus N-terminaler HA-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-Flag-ERK2 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-Flag-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-Flag-ERK2Δ174-177,T188D Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-YFP-ERK2 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-YFP-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-YFP-ERK2Δ174-177,T188D Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
pcDNA3-α1B-AR n.v. 
 
K. Lorenz, Würzburg 
pET-3c-His6-ERK2 Maus N-terminaler His6-tag K. Lorenz, Würzburg 
pGex-KG-ERK2309-357 (Peptid) Maus N-terminaler Myc-tag K. Lorenz, Würzburg 




Die verwendeten Affinitätssequenzen (tags) waren wie folgt: 
tag Aminosäuresequenz   
Flag Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys 
GST Met Ser Pro Ile Leu Gly Tyr Trp Lys Ile Lys Gly Leu Val Gln Pro Thr Arg Leu Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Glu 
Lys Tyr Glu Glu His Leu Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg Asn Lys Lys Phe Glu Leu Gly Leu Glu 
Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr Ile Asp Gly Asp Val Lys Leu Thr Gln Ser Met Ala Ile Ile Arg Tyr Ile Ala Asp Lys 
His Asn Met Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ile Ser Met Leu Glu Gly Ala Val Leu Asp Ile Arg Tyr 
Gly Val Ser Arg Ile Ala Tyr Ser Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Phe Leu Ser Lys Leu Pro Glu Met Leu 
Lys Met Phe Glu Asp Arg Leu Cys His Lys Thr Tyr Leu Asn Gly Asp His Var Thr His Pro Asp Phe Met Leu 
Tyr Asp Ala Leu Asp Val Val Leu Tyr Met Asp Pro Met Cys Leu Asp Ala Phe Pro Lys Leu Val Cys Phe Lys 
Lys Arg Ile Glu Ala Ile Pro Gln Ile Asp Lys Tyr Leu Lys Ser Ser Lys Tyr Ile Ala Trp Pro Leu Gln Gly Trp Gln 
Ala Thr Phe Gly Gly Gly Asp His Pro Pro Lys Ser Asp 
HA Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala 
His6 His His His His His His 
Myc Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
2.10 gereinigte Proteine  
Bezeichnung Herkunft 
  
GST-Peptid diese Arbeit 
His6-ERK2 diese Arbeit 
2.11 biologisches Material 
2.11.1 prokaryotische Zellen  
Bezeichnung Herkunft   
E.coli Bl21 pLysS Novagen 
E.coli XL1-Blue Stratagene 
2.11.2 eukaryotische Zellen 
Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
   
Colo320 humane kolorektale Adenokarzinom-Zellen A. Wiegering, Würzburg 
COS7 Nierenzellen des Cercopithecus aethiops trans-
formiert mit SV-40 
Pharmakologie, Würzburg  
HEK293 humane embryonale Nierenzellen transfor-
miert mit Adenovirus Typ 5 (Ad5) 
Pharmakologie, Würzburg (Graham et 
al., 1977) 
HT29 humane kolorektale Adenokarzinom-Zellen A. Wiegering, Würzburg 
LS174T humane kolorektale Adenokarzinom-Zellen A. Wiegering, Würzburg 
NRCMs neonatale Rattenkardiomyozyten diese Arbeit 





Bezeichnung Spezies Bemerkung Herkunft 
    
AdV-Flag-ERK2 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
AdV-Flag-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
AdV-Flag-ERK2Δ174-177,T188D Maus N-terminaler Flag-tag K. Lorenz, Würzburg 
AdV-YFP-ERK2 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
AdV-YFP-ERK2Δ174-177 Maus N-terminaler YFP-tag K. Lorenz, Würzburg 
AdV-eGFP Qualle 
 
T. Stiewe, Marburg 
AdV-LacZ E. coli  K. Lorenz, Würzburg 
AdV-ERK2309-357 (Peptid) Maus N-terminaler Myc-tag K. Lorenz, Würzburg 
2.11.4 adeno-assoziierte Viren (Serotyp 9) 
Bezeichnung Spezies Bemerkung Herkunft 
    
pdsCMV-MLC0.26-eGFP Qualle  O. Müller, Heidelberg 




Spraque Dawley Ratten Janvier 
Wildtyp-Mäuse mit FVB/N Hintergrund Pharmakologie, Würzburg 
ERK2Δ174-177 transgene Mäuse (FVB/N Hintergrund) K. Lorenz, Würzburg 
Wildtyp-Mäuse mit C57Bl/6J Hintergrund Pharmakologie, Würzburg 
 
2.12 (Stock-)Lösungen und Puffer 
 20/2-Puffer: (pH 7,2) 
  HEPES     20mM 
  EDTA     2mM 
 Aufschlusspuffer: 
  Tris (pH7,6)    20mM 
  NaCl     100mM 
  DTT     2mM 
  EDTA     1mM 
 2x BBS-Puffer: (pH 6,95) 




  N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2- 
  aminoethanolsulfonsäure  50mM 
  NaCl     280mM 
  Na2HPO4    1,5mM 
 Blockmilch: 
  Trockenmilchpulver   5% (m/V) 
  NaCl     100mM 
  Tris (pH 7,4)    10mM 
  Tween 20    0,1% (V/V) 
 BSA-Blocklösung: (in DPBS) 
  BSA     10% (m/V) 
  Tween 20    0,01% (V/V) 
  Glycin     300mM 
 BSA-Waschpuffer: 
  Albumin Fraktion V   0,25% (m/V) 
  NaCl     150mM 
  Tris (pH 7,4)    50mM 
  Nonidet P-40    0,2% (V/V) 
 CBFHH-Puffer: (pH 7,4, steril filtriert) 
  Dextrose    5,55mM 
  HEPES     20,06mM 
  NaCl     137mM 
  NaH2PO4 x7H2O    0,34mM 
  KCl     5,36mM 
  KH2PO4     0,44mM 
  MgSO4 x7H2O    0,81mM 
  Penicillin    100U/ml 
  Streptomycin    100µg/ml 
 Chloroquinmedium: 
  DMEM (4,5g/l Glukose)   27ml 
  FCS     3ml 
  Chloroquin (5mg/ml in TBS)  300µl 
 Coomassie-Lösung: 
  Coomassie Brilliant Blau R-250  80mg 
  HCl 37%    3ml 
  H2O     ad 100ml 
 DC-Marker:  
  Nε-(2,4-Dinitrophenyl)-L-Lysin 10mg 
  Xylencyanol    2mg 




  n-Butanol    50µl 
  Pyridin     25µl 
  Essigsäure    25µl 
  H2O     1,9ml 
 DEPC-H2O: (in H2O) 
  DEPC     1:1000 
  1h stehen lassen und dann autoklavieren 
 0%-DMEM-Medium: 
  DMEM (4,5g/l Glukose)   
  L-Glutamin    2mM 
  Penicillin    100U/ml 
  Streptomycin    100µg/ml 
 5xDNA-Ladepuffer: 
  EDTA     100mM 
  Glycerin     50% (V/V) 
  Bromphenolblau   0,1% (m/V) 
 Dot Blot-Lysepuffer: (in DPBS) 
  NaN3     1,5mM 
  NaF     50mM 
  Na4P2O7     5mM 
  Na3VO4     1mM 
  PMSF     1mM 
  Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor  20µg/ml 
  Benzamidin    0,4mM 
 Einfriermedium: 
  Komplettmedium   70% (V/V) 
  DMSO     10% (V/V) 
  FCS     20% (V/V) 
 Elektrophorese-Puffer: (pH1,9) 
  Ameisensäure    50ml 
  Essigsäure    156ml 
  H2O     ad 2000ml 
 Elutionspuffer: 
  Tris (pH7,6)    20mM 
  NaCl     200mM 
  DTT     2mM 
  EDTA     1mM 
  Glutathion, reduziert   10mM 





  Methanol    40% (V/V) 
  Essigsäure    10% (V/V) 
 Eosin-Lösung: 
  Eosin G (gelblich)   10g 
  H2O     ad 1000ml 
 Hämatoxylin-Färbelösung: 
  Hämatoxylin    1g 
  Kaliumaluminiumsulfat   50g 
  Natriumiodat    200mg 
  Chloralhydrat    50g 
  Zitronensäure    1g 
  H2O     ad 1000ml 
 Kardiomyozyten-Medium: 
  L-Glutamin    2mM 
  Penicillin    100U/ml 
  Streptomycin    100µg/ml 
  BrdU     30µg/ml 
  FCS     5%/1%/0%(V/V) 
  in MEM-Medium 
 Komplettmedium: 
  FCS     10% (V/V) 
  L-Glutamin    2mM 
  Penicillin    100U/ml 
  Streptomycin    100µg/ml 
  in DMEM (4,5g/l Glukose) oder RPMI 1640 oder McCoy’s 5A 
 4fach-Ladepuffer: 
  Tris-HCl (pH 6,8)    200mM 
  SDS     8% (m/V) 
  Glycerin     40% (m/V) 
  β-Mercaptoethanol   20% (V/V) 
  Bromphenolblau   0,05% (m/V) 
 LB-Agarplatten: (in Petrischalen) 
  Agar     1,2% (m/V; in LB-Medium unter erhitzen  
       lösen) 
  Ampicillin    0,1mg/ml (Selektionsantibiotikum) 
 LB (lysogeny broth)-Medium: (autoklaviert) 
  Pepton aus Casein   1,6% (m/V) 
  Hefeextrakt    1% (m/V) 




  NaCl     0,5% (m/V) 
 Luminollösung: Vor Gebrauch Lösung A und B im Verhältnis 1:1 mischen 
 Lösung A:  
  Tris (pH 8,3)    100mM 
  p-Cumarinsäure    0,396mM 
  Luminol     2,5mM 
 Lösung B: 
  Tris (pH 8,3)    100mM 
  H2O2 30%    0,1% (V/V) 
 Lysepuffer: 
  Triton-X-100    1%(V/V) 
  EDTA     5mM 
  NaCl     300mM 
  Tris (pH 7,4)    50mM 
  NaN3     1,5mM 
  NaF     50mM 
  Na4P2O7    5mM 
  Na3VO4     1mM 
  PMSF     1mM 
  Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor  20µg/ml 
  Benzamidin    0,4mM 
 MEM-Medium: (pH 7,3, steril filtriert) 
  MEM     10,5g 
  NaHCO3    350mg 
  Vitamin B12    2mg 
  H2O     ad 1000ml 
 10xPBS: 
  NaCl     1,37M 
  KCl     26,8mM 
  Na2HPO4    101mM 
  KH2PO4     15mM 
 Permeabilisations-Lösung: 
  Triton-X-100    0,1% (m/V) 
  Natriumcitrat    0,1% (m/V) 
 Phospho-Chromatographie-Puffer: 
  n-Butanol    750ml 
  Pyridin     500ml 
  Essigsäure    150ml 
  H2O     600ml 




 Ponceau S-Lösung: 
  Ponceau S    0,1g 
  Essigsäure    5ml 
  H2O     ad 100ml 
 Preplating-Medium: 
  L-Glutamin    2mM 
  Penicillin    100U/ml 
  Streptomycin    100µg/ml 
  FCS     5% (V/V) 
  in MEM-Medium 
 Puffer 1: 
  Tris (pH7,4)    20mM 
  NaCl     300mM 
  β-Mercaptoethanol   7mM 
 Puffer 2: 
  Tris (pH7,4)    20mM 
  NaCl     500mM 
  β-Mercaptoethanol   7mM 
 PVP-Lösung: 
  Polyvinylpyrrolidon (K90) 
  (PVP, 360.000 Mr)   50mg 
  Essigsäure    57,5 µl 
  H2O     ad 10ml 
 Sammelgel: (4% Acrylamid) 
  Rotiphorese® Gel 30 
  (30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid (m/V))   1,5ml 
  4x Sammelgelpuffer 
  (0,5M Tris (pH 6,8), 0,4% SDS (m/V))   3ml 
  H2O       7,5ml 
  Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Lsg. 10% (m/V)  120µl 
  Tetramethylethylendiamin (TEMED)   12µl 
 10x SDS-Laufpuffer: 
  Tris-HCl     0,25M 
  Glycin     1,92M 
  SDS     1% (m/V) 
 Siriusrot-Färbelösung: 
  Direct Red 80 (1% (m/V) in H2O)  1 Teil 
  gesättigte Pikrinsäurelösung (in H2O) 9 Teile 





  Glycin (pH 2,5)    100mM 
  SDS     0,1% (m/V) 
 50xTAE-Puffer: (Gel- und Laufpuffer) 
  EDTA     50mM 
  Essigsäure (konz.)   6% (m/V) 
  Tris-HCl     2M 
 TBS-Puffer: (pH 7,4, steril filtriert) 
  Tris     25mM 
  NaCl     137mM 
  KCl     5mM 
  MgCl2     0,5mM 
  CaCl2     0,7mM 
  NaH2PO4    0,6mM 
 Transferpuffer: 
  Tris-HCl     20mM 
  Glycin     150mM 
  Methanol    20% (V/V) 
 Trenngel: (12% Acrylamid) 
  Rotiphorese® Gel 30   12ml 
  4x Trenngelpuffer 
  (1,5M Tris (pH 8,8), 0,4% SDS (m/V)) 7,5ml 
  H2O     10,5ml 
  APS-Lösung. 10% (m/V)   195µl 
  TEMED     15µl 
 Trypsinlösung: 
  Trypsin     340mg 
  DNAse I (in 0,15M NaCl)   4mg 
  CBFHH-Puffer    ad 250ml 
 Waschpuffer: 
  Tris (pH7,6)    20mM 
  NaCl     200mM 
  DTT     2mM 

















Soweit nicht anderweitig beschrieben wurde Wasser im Folgenden immer in Millipore-Qualität ein-
gesetzt. 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion 
Für seine bahnbrechende Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, englisch: polymerase 
chain reaction) aus dem Jahr 1987, erhielt Kary B. Mullis 1993 den Nobelpreis für Chemie. Seine Erfin-
dung ermöglicht die enzymatische Vervielfältigung von Nukleotidsequenzen (Saiki et al., 1988) so-
wie das Einführen von Mutationen, Deletionen oder Affinitätssequenzen in vitro. Das Schema einer 
PCR wird in Abbildung 7 vereinfacht dargestellt. Zunächst muss die doppelsträngige DNA (englisch: 
deoxyribonucleic acid) denaturiert werden, also in Einzelsträngen vorliegen. Dies geschieht durch 
Brechen von Wasserstoffbrücken zwischen den Strängen bei hohen Temperaturen von etwa 94°C. 
Beim anschließenden Absenken der Temperatur ermöglicht man die Hybridisierung spezifischer Oli-
gonukleotide (Primer). Diesen Vorgang nennt man auch Annealing. Man benötigt dafür ein Primer-
Paar, wobei jeweils ein Primer komplementär zum 5‘-Ende und der andere komplementär zum 3‘-
Ende der DNA ist. Die Temperatur beim Annealing wird von der Länge und Sequenz der Primer be-
stimmt und liegt meist in der Nähe des Schmelzpunktes derer, es müssen daher für jedes Konstrukt 
die Bedingungen neu bestimmt werden. Daraufhin folgt die Elongation bei ca. 72°C, bei der eine 
thermostabile DNA-Polymerase die fehlenden Stränge mit Nukleotiden auffüllt bis schließlich zwei 
komplette DNA-Doppelstränge vorliegen. Dieser Zyklus kann mehrfach wiederholt werden, wobei 
sich die vorhandene DNA-Menge jedes Mal verdoppelt. 
 
Abbildung 7: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion 
Vereinfachtes Prinzip eines Zyklus der Polymerase-Kettenreaktion. 
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 Beispiel für einen PCR-Ansatz: 
  DNA-Vorlage      0,1-1µg 
  5‘ Ende-Primer      0,5-1µM 
  3‘ Ende-Primer      0,5-1µM 
  Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs)  200µM 
  Polymerase-Puffer (10x)    10µl 
  DNA-Ploymerase     1µl (1-5U/µl) 
  H2O       ad 100µl 
 Beispiel für einen PCR-Ablauf: 
  Denaturierung: 94°C   3min 
  Denaturierung: 94°C   1min 
  Annealing: 55°C   1min  30x 
  Elongation: 72°C   2min 
  Elongation: 72°C   5min 
  Kühlung: 4°C    ∞ 
Zur Durchführung der Reaktion unter den oben angegebenen Temperaturwechsel und Wiederho-
lungen wurden Thermocycler (Thermocycler S1000 Thermalcycler Biorad oder Mastercycler Epgradi-
ent Eppendorf) verwendet. 
3.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten bedient man sich standardmäßig der Agarose-Gelelektro-
phorese. Dabei wird die Konzentration der Agarose analog der gewünschten Porengröße des Gels 
in Abhängigkeit der Größe der aufzutrennenden DNA-Konstrukte gewählt. Je größer das Konstrukt, 
desto niedriger konzentriert setzt man die Agarose ein. Üblicherweise arbeitet man im Bereich von 
1-2%igen (m/V) Agarosegelen, angesetzt in TAE-Puffer (Tris-Essigsäure-EDTA-Puffer). Zum Anfärben 
der DNA-Fragmente wird dem Gel noch 0,5µg/ml Ethidiumbromid hinzugefügt. Ethidiumbromid ist 
ein Phenanthridin-Farbstoff, welcher in die DNA interkalieren kann. Dabei wird sein Anregungs-
spektrum so verschoben, dass es bei Anregung mit ultraviolettem Licht stark fluoresziert und somit 
die Nukleinsäuren im Gel sichtbar macht. Der zuvor beschriebene PCR-Ansatz wurde mit 5x DNA-
Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Um einen Anhaltspunkt für die Größe der 
DNA-Fragmente zu erhalten wurde ein DNA-Größenstandard (100bp- oder 1kb-Leiter, New England 
Biolabs) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100V. Nach der 
Elektrophorese wurden die Agarosegele mithilfe des E.A.S.Y® Win-Dokumentationssystems (He-
rolab) dokumentiert. 




3.1.3 Transformation kompetenter Escherichia coli, Hitzeschock-Methode 
Als Transformation bezeichnet man das nicht-virale Einbringen von DNA in kompetente Bakterien-
zellen. Eine Möglichkeit dies zu tun ist die Hitzeschock-Methode. Mittels eines Hitzeschocks entste-
hen in der Zellmembran der Bakterien kurzzeitig Poren, wodurch die DNA in die Zelle gelangen kann 
(Huff et al., 1990). Diese Methode wurde zur präparativen Aufreinigung von Plasmiden, wie dem 
pcDNA3-Plasmidvektor, verwendet. Dazu wurde ca. 1µg DNA zu 100µl kompetenter Escherichia coli 
(E.coli) (XL1-blue, Stratagene und Bl21, Novagen) gegeben. Anschließend wurden die Zellen 15min 
auf Eis inkubiert und der Hitzeschock für 50sec bei 42°C durchgeführt. Danach kamen die Zellen 
nochmal für 1min auf Eis, bis sie dann mit 900µl lysogeny broth (LB)-Medium versetzt und 50min lang 
bei 37°C inkubiert wurden. Ca. 50µl dieses Ansatzes wurden schließlich auf einer LB-Agarplatte mit 
geeignetem Selektionsantibiotikum ausplattiert und für ca. 15 Stunden bei 37°C inkubiert. 
3.1.4 Kultivierung von E.coli 
Von den oben beschriebenen Agar-Kulturen wurden Einzelkolonien der mit dem pcDNA3-Plasmid-
vektor transformierten Bakterien gepickt und 50ml LB-Medium, welches mit 0,1mg/ml Ampicillin 
versetzt wurde, damit angeimpft. Dieser Ansatz wurde wiederum für ca. 15 Stunden bei 37°C in ei-
nem Rotationsschüttler inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien durch Zentrifugation mit einer 
Beckmann Avanti Zentrifuge (3400g, 10min, 4°C) geerntet. 
3.1.5 Präparative Aufreinigung von DNA 
Für die Aufreinigung von Plasmiden wurde das Plasmid Plus Midi Kit® (Quiagen) nach Anweisung 
des Herstellers verwendet. Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde photometrisch bei 
260nm am NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) gemessen. Hierbei misst man auch das Verhältnis 
der Absorptionen bei 260 und 280nm (A260/A280). Ein Wert unter 1,6 deutet auf eine zu starke Ver-
schmutzung mit Proteinen hin (Jansohn und Rothhämel, 2012).  
3.2 Zellbiologische Methoden 
3.2.1 Primärzellen (Präparation und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten) 
Neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCMs, englisch: neonatal rat cardiomyocytes) wurden aus den 
Herzen 1-3 Tage alter Spraque-Dawley-Ratten präpariert. Nachdem die Herzen isoliert und in CBFHH-
Puffer gegeben wurden, erfolgten alle restlichen Arbeitsschritte unter einer Sterilbank. Hier wurden 
zunächst die Herzohren entfernt. Das zurückgebliebene ventrikuläre Gewebe wurde zerkleinert und 
 54 
 
mit DNAse-haltiger Trypsinlösung (DifcoTM Trypsin 250, BD Biosciences) in mehreren aufeinanderfol-
genden Schritten enzymatisch verdaut (Chlopcikova et al., 2001; Harary und Farley, 1963; Lorenz et 
al., 2009a; Ruppert et al., 2013; Vidal et al., 2012). 
Das Gewebe wurde so zunächst für 15min in 7,5ml Trypsin-Lösung unter Rühren bei Raumtempera-
tur vorverdaut und der Überstand verworfen. Nun folgte der tatsächliche Verdau, welcher mehrfach 
wiederholt wurde. Dazu wurde das Gewebe immer mit 7,5ml Trypsinlösung für 10min gerührt, an-
schließend wurde das Gewebe in der Lösung resuspendiert, der Überstand abgenommen und wie-
der Verdau-Lösung auf das Gewebe gegeben. Der Überstand, welcher die Zellsuspension enthielt, 
wurde dabei in 50ml-Falcons gesammelt, die fetales Kälberserum (FCS) enthielten, um die enzymati-
sche Reaktion abzustoppen. Diese Schritte wurden bis zum kompletten Verdau des Gewebes wie-
derholt. Die gesammelte Zellsuspension wurde daraufhin abzentrifugiert (10min, 800g, Eppendorf 
Centrifuge 5804), der Überstand verworfen und das Pellet mit Preplating-Medium resuspendiert. Um 
Zellklumpen und restliche Gewebestücke zu entfernen wurde die Suspension durch ein Sieb (40µm, 
Nylon, BD Biosciences) gegeben. Anschließend wurden die Zellen auf Zellkulturschalen verteilt und 
eine Stunde bei 37°C und 1% CO2 inkubiert (Preplating). Bei diesem Schritt wurden die Kardiomyozy-
ten von anderen Zelltypen, wie zum Beispiel adhärenten Fibroblasten, getrennt, da Fibroblasten 
deutlich schneller am Boden der Zellkulturschalen anhaften als Kardiomyozyten (Chlopcikova et al., 
2001). Schließlich wurde das Medium mit den darin enthaltenen Kardiomyozyten abgenommen und 
die Zellzahl mittels Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Hierzu wurde etwas Zellsuspension zu glei-
chen Teilen mit einer 0,4%igen Tryptanblau-Lösung gemischt. Tryptanblau färbt nur tote Zellen blau 
an, da es nicht durch die intakte Membran lebender Zellen gelangen kann, somit sind lebende Zellen 
nicht angefärbt und leuchten hell. Zuletzt wurden die Zellen in 5%-Kardiomyozytenmedium (inkl. 
BrdU) in der jeweils benötigten Zelldichte in Zellkulturschalen ausgesät, welche zuvor mit Poly-D-
Lysin beschichtet (siehe Abschnitt 3.2.2.4) wurden. Bromodesoxyuridin (BrdU) im Kardiomyozyten-
medium diente dazu, die Proliferation von verbliebenen Fibroblasten zum hemmen (Chlopcikova et 
al., 2001). Die Zellen wurden bei 37°C und 1% CO2 kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Medium 
auf 1%-Kardiomyozytenmedium gewechselt. 
3.2.2 Zelllinien 
3.2.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Konfluent gewachsene Zellen wurden wie im Folgenden beschrieben passagiert. Das Medium 
wurde abgesaugt und der Zellrasen vorsichtig mit DPBS gewaschen. Das Ablösen der adhärenten 
Zellen erfolgte kurz (ca. 2min) mit einer Trypsin-EDTA-Lösung. Die enzymatische Reaktion wurde da-
raufhin mit dem für die jeweilige Zelllinie geeigneten Komplettmedium abgestoppt. Die Zellen wur-
den resuspendiert und im Verhältnis 1:3 bis 1:10 passagiert. Das Passagieren erfolgte alle 2-3 Tage. 




Cos7- und HEK293-Zellen wurden bei 37°C und 7% CO2-Gehalt in DMEM-Komplettmedium kultiviert. 
Die Krebszelllinien Colo320, LS174T (RPMI 1640-Komplettmedium) und HT29 (McCoy’s 5A-Komplett-
medium) wurden bei 5% CO2 bei 37°C kultiviert. 
3.2.2.2 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen 
Die Kryokonservierung dient der Langzeitlagerung von Zellen. Dazu wurden die Zellen in einer mög-
lichst frühen Passage eingefroren. Sie wurden mithilfe der Trypsin-EDTA-Lösung von der Zellkultur-
schale abgelöst, in wenig Medium aufgenommen und dann in einem Falcon zentrifugiert (120g, 
3min, RT, Hettich Rotina 48R). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in kaltem Einfriermedium 
resuspendiert und anschließend in ein gekühltes Kryoröhrchen überführt (1ml/Röhrchen). Die Zellen 
wurden so für 2h bei -20°C und danach über Nacht bei -80°C gelagert und daraufhin in Stick-
stofftanks überführt. Dem Einfriermedium wurden Dimethylsulfoxid (DMSO) und ein höherer Anteil 
an FCS als Kryoprotektiva zugesetzt. 
Um diese Zellen nun wieder aufzutauen wurden die Kryoröhrchen unter fließendes, warmes Wasser 
gehalten. Die Zellen wurden daraufhin resuspendiert, in ein Falcon mit 10ml des jeweiligen warmem 
Komplettmedium überführt und anschließend zentrifugiert (120g, 3min, RT, Hettich Rotina 48R) und 
wieder in etwas Komplettmedium aufgenommen. Diese Schritte sollen rasch ablaufen und dienen 
dazu, die Zellen von DMSO zu befreien, da dieses toxisch ist. Die Zellen wurden dann in 10ml Kom-
plettmedium in Zellkulturschalen ausplattiert und bei 37°C und dem jeweils nötigen CO2-Gehalt in-
kubiert. 
3.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl eignet sich klassischerweise die Neubauer-Zählkammer. Die Zählkam-
mer besteht aus einem Objektträger und einem Deckglas. Der Objektträger besitzt ein eingekerbtes 
Liniennetz mit definierter Tiefe. Bringt man nun das Deckglas auf dem Objektträger auf, hat man in 
dem Zwischenraum ein definiertes Volumen. Die zu zählende Zellsuspension wurde an den Rand 
des Objektträgers pipettiert und aufgrund von Kapillarkräften in den Zwischenraum gezogen. Mit-
hilfe des Liniennetzes konnten nun die Zellen in den einzelnen Quadranten gezählt und mit einem 
Faktor multipliziert werden, der für die Kammer spezifisch ist, um so die tatsächliche Zellkonzentra-
tion zu erhalten. 
3.2.2.4 Beschichten mit Poly-D-Lysin 
Für Versuche mit NRCMs und Krebszellen, aber auch für Mikroskopieanalysen anderer Zelllinien 
mussten die (Multiwell-) Zellkulturschalen oder Glascoverslips vor dem Aussäen der Zellen mit Poly-
D-Lysin beschichtet werden, um die Adhäsion der jeweiligen Zellen zu verbessern. Poly-D-lysin ist 
ein positiv geladenes Polymer und kann daher mit negativ geladenen Zellen gut interagieren. Da 
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Poly-D-Lysin synthetisch ist, kann es zudem schwer enzymatisch angebaut werden und so die Ad-
häsion der Zellen verlängern (Mazia et al., 1975). Die (Multiwell-) Zellkulturschalen oder Glascoverslips 
wurden dazu für 30min mit einer sterilen Lösung Poly-D-Lysin in DPBS (0,1mg/ml) beschichtet. Die 
Lösung wurde abgenommen und die (Multiwell-) Zellkulturschalen oder Glascoverslips anschließend 
mit DPBS gewaschen. 
3.2.3 Transfektion eukaryotischer Zellen 
3.2.3.1 Adenovirale Transduktion 
Transduktion ist die Übertragung von genetischem Material (DNA) durch Viren. In dieser Versuchs-
reihe wurden adenovirale Vektoren des Typs pAd/CMV/V5 verwendet, um NRCMs und Krebszellen 
zu transduzieren.  
Bei NRCMs erfolgte die Transduktion mit Adenoviren 48h nach deren Präparation. Dazu wurde der 
Virus 1:2000 in 0%-Kardiomyozytenmedium vorverdünnt und davon ein entsprechendes Volumen 
direkt in das Medium zu den NRCMs pipettiert. Die zu pipettierenden Volumina wurden so gewählt, 
dass man eine vergleichbare Expression der jeweiligen Konstrukte erhielt. 
Die Krebszellen wurden im Gegensatz zu NRCMs 4h nach ihrem Passagieren transduziert, indem der 
Adenovirus zuvor 1:800 in Komplettmedium vorverdünnt wurde. 
Für alle Zellen galt, dass 48h nach der Transduktion die jeweiligen Versuche durchgeführt wurden. 
3.2.3.2 In vivo-Transduktion durch adeno-assoziierte Viren 
Die hier verwendeten adeno-assoziierten Viren (AAVs) wurden unter der Leitung von Prof. Dr. Oliver 
Müller (Universitätsklinikum Heidelberg, Abteilung Innere Medizin III) von Dr. Andreas Jungmann 
hergestellt. Sie hatten den Serotyp AAV9-dsCMV-MLC260. Einzelheiten zur Herstellung und Aufrei-
nigungen der Vektoren sind den Publikationen von Pleger et al. und Schmid et al. zu entnehmen 
(Pleger et al., 2011; Schmid et al., 2015). 
 Adeno-assoziierte virale Konstrukte: 
  Myc-Peptid    1,4E+13vg/ml 
       1,8E+13vg/ml 
  eGFP (Kontrollvirus)   1,198E+13vg/ml 
Die AAVs wurden mit sterilem DPBS so verdünnt, dass man in einem Volumen von 150µl eine Virus-
partikelzahl von 1x1012 hatte. Dieses Volumen wurde C57Bl/6J-Mäusen als Bolus in die Schwanzvene 
direkt im Anschluss an die transverse Aortenkonstriktion (siehe Abschnitt 3.7.2) injiziert (durchge-
führt von Prof. Dr. Kristina Lorenz). Zu dem Thema Gentherapie mit AAVs wird ausführlicher unter 
Punkt 3.7.4 eingegangen. 





Die DEAE-Dextran-Methode kann zum Transfizieren verschiedener eukaryotischer Zelltypen ver-
wendet werden. Sie beruht auf dem Prinzip, dass negativ geladene DNA zusammen mit positiv ge-
ladenen Diethylaminoethyl (DEAE)-Dextran-Polymeren Komplexe bildet, die dann an der negativ 
geladenen Zellmembran adsorbieren und wahrscheinlich durch Endozytose in die Zelle gelangen 
(Schenborn und Goiffon, 2000b). Befindet sich die DNA schließlich in der Zelle, kann sie lysosomal 
abgebaut werden. Der Zusatz von Chloroquin verringert diese Degradation der DNA (Luthman und 
Magnusson, 1983). Die Zugabe von DMSO, der sog. „DMSO-Schock“, stört die Integrität der Zell-
membran und erhöht so auch die Transfektionseffizienz (Schenborn und Goiffon, 2000b). 
Diese Transfektionsmethode wurde in dieser Versuchsreihe zum Einbringen von DNA in COS7-Zellen 
verwendet. Hierzu wurden die Zellen in einer Dichte von 40.000-60.000 Zellen/ml auf zuvor mit Poly-
D-Lysin beschichtete (Multiwell-) Zellkulturschalen (teilweise mit Glascoverslips) ausgesät und über 
Nacht in Komplettmedium (7% CO2, 37°C) kultiviert. Dann erfolgte die Transfektion mit den jeweili-
gen pcDNA3-Konstrukten. Hierfür wurden die Zellen mit TBS-Puffer gewaschen und anschließend 
200µl Transfektionsansatz/well pipettiert (15min, 37°C, 5% CO2). Danach wurden noch 800µl Chloro-
quinmedium/well hinzugegeben (3h, 37°C, 5% CO2). Anschließend wurde das Medium abgesaugt 
und der „DMSO-Schock“ mit 10% (V/V) DMSO in DPBS (500µl/well) durchgeführt. Die Zellen wurden 
daraufhin mit DPBS gewaschen und mit je 1ml Komplettmedium/well inkubiert (7% CO2, 37°C). Ca. 
48h nach der Transfektion wurden die Versuche mit den Zellen durchgeführt. 
 Zusammensetzung des Transfektionsansatzes: (für 1 Well einer 12-Well-Platte) 
  TBS     100µl 
  α1B-adrenerger Rezeptor  0,4µg 
  DNA     0,3-1,56µg 
  DEAE (1mg/ml in TBS)   100µl 
3.2.3.4 Calciumphosphat-Co-Präzipitation 
Bei der Calciumphosphat-Co-Präzipitation bildet die DNA beim Vermischen mit Calciumchlorid und 
einem Phosphatpuffer ein Präzipitat (Schenborn und Goiffon, 2000a). Man geht davon aus, dass 
diese Präzipitate letztendlich über Phagozytose in die Zellen aufgenommen werden (Chen und 
Okayama, 1987; Loyter et al., 1982). 
Diese Methode der Transfektion diente der Übertragung von pcDNA3-Konstrukten in HEK293-Zel-
len. Die Zellen wurden 4h nach dem Passagieren auf 9cm-Zellkulturschalen transfiziert. Dazu wurde 
1ml des Transfektionsansatzes/Schale pipettiert und inkubiert (24h, 37°C, 5% CO2). Anschließend 
wurden die Zellen für weitere 24h wieder zurück in den 7% CO2-Inkubator gestellt, woraufhin die 
Versuche durchgeführt wurden. 
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 Transfektionsansatz: (9cm-Zellkulturschale) 
  H2O     450µl 
  2,5M CaCl2    50µl 
  DNA     3-10µg 
  2x BBS-Puffer    500µl 
 pcDNA3-Konstrukte: 
  Flag-ERK2    3µg 
  Myc-Peptid    10µg 
  pcDNA3-Plasmid (leer, Kontrolle) 10µg 
3.3 Proteinbiochemische Methoden 
3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten 
3.3.1.1 Zelllysate 
Zur Lyse von Zellen wurden detergenzhaltige Puffer verwendet. Die Zellen wurden 1x mit DPBS ge-
waschen und dann eiskalter Lysepuffer (inkl. Phosphatase- und Proteaseinhibitoren) zupipettiert. 
Nach der Lyse (25min, 4°C) wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Schalenboden abgenom-
men, in ein Reaktionsgefäß überführt, sonifiziert (Bandelin Sono Puls HD 200, 5 Stöße bei Cycle 30, 
Power MS72/D) und dann zentrifugiert (10min, 25.200g, 4°C, Hettich EBA 12R), um unlösliche Be-
standteile aus dem Lysat zu entfernen. Der Überstand wurde nach der Bestimmung der Proteinkon-
zentration (siehe Abschnitt 3.3.2) und dem Einstellen auf eine einheitliche Proteinmenge mit DPBS 
für weitere Versuche verwendet (oder bei -20°C zwischengelagert). Für die Western Blot Analyse 
(siehe Abschnitt 3.3.5) wurden die Lysate vorher noch mit 4fach-Ladepuffer versetzt. 
3.3.1.2 Herzlysate 
Gefrorene Mausherzen wurden in Lysepuffer mechanisch mit einem Ultra-Turrax-Stab (Janke und 
Kunkel, Ultra turrax T25) zerkleinert und homogenisiert (ca. 20sec) und danach zentrifugiert (10min, 
25.200g, 4°C, Hettich EBA 12R). Mit dem Überstand wurde so verfahren, wie unter Punkt 3.3.2 be-
schrieben. 
Die fertigen Lysate wurden entweder für den Caspase-3,7-Aktivitäts-Assay (Proteinkonzentration 
0,2µg/µl) oder für die Western Blot Analyse (hier mit 4fach-Ladepuffer versetzt) weiterverwendet 
oder gegebenenfalls bei -20°C zwischengelagert. 





Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge von Proteinlysaten bediente man sich des Pierce® BCA 
Protein Assay Kits (Thermo Scientific) nach Anweisung des Herstellers. Dieser Methode liegt zu-
grunde, dass Kupfer(II) in alkalischer Lösung in Anwesenheit von Proteinen zu Kupfer(I) reduziert 
wird (Biuret-Reaktion) und dieses dann mit Bicinchoninsäure (BCA, englisch: bicinchoninic acid) einen 
violetten Komplex bildet. Die Messung erfolgte gegen eine Standardreihe (bovines Serumalbumin) 
in 96-well-Mikrotiterplatten in einem Photometer (SpectraMax, Molecular Devices) bei 562nm. 
3.3.3 SDS-PAGE 
Die Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermöglicht die Auf-
trennung von Proteinen nach ihrer Größe mit Molekülmassen zwischen 5 und 250kDa (Laemmli, 
1970). Bei dieser Art der Elektrophorese verwendet man diskontinuierliche Gele, bestehend aus 
Trenn- und Sammelgel mit unterschiedlicher Porengröße, auf Polyacrylamidbasis und SDS als anio-
nisches Tensid, welches die Proteine komplett umgibt, sodass diese konstant negativ geladen sind 
und es bei der Auftrennung somit ausschließlich auf die Molekülgröße ankommt. Größere Proteine 
werden so stärker im Gel zurückgehalten. Für die Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN® Tetra 
Cell Elektrophorese-System von BioRad oder das vertikale Gelelektrophorese-System von Hoefer 
(Gelgröße 16x18cm) verwendet. Beim Herstellen der Gele wurde zuerst das Trenngel in die Kammern 
gegossen und nach dem Aushärten darauf dann das Sammelgel. Zum Beladen der Gele mit den Pro-
teinlysaten und einem Molekulargewichtsstandard (peqGold Proteinmarker III®, Peqlab) wurden die 
Kammern mit SDS-Laufpuffer gefüllt. Schließlich erfolgte die Elektrophorese durch Anlegen einer 
konstanten Spannung (200V) für das BioRad-System oder einer konstanten Stromstärke (70mA/Gel) 
für das Hoefer-System. 
3.3.4 Färbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen 
Um Proteine direkt nach der elektrophoretischen Trennung in Polyacrylamid-Gelen visualisieren und 
teilweise auch quantifizieren zu können, kann der Farbstoff Commassie Brilliant Blau R-250 verwen-
det werden, da dieser unspezifisch an Proteine bindet (Neuhoff et al., 1988). Zu diesem Zweck wur-
den die Gele jeweils 3x 1min in der Coomassie-Lösung in einer Mikrowelle gekocht, bis die Färbung 
sichtbar war, und daraufhin noch 1x 1min in Wasser. Anschließend wurden die Gele für ca. 2h in einer 




3.3.5 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen (Western Blot) 
Der elektrophoretische Transfer dient der Immobilisation und Detektion von Proteinen, welche zu-
vor mithilfe eines Polyacrylamid-Gels aufgetrennt wurden. Dabei werden die Proteine auf eine 
Membran aus Nitrocellulose oder Polyvinylidendifluorid (PVDF) übertragen (Burnette, 1981). In die-
ser Arbeit wurde dazu eine Nass-Blot-Apparatur (Mini Transblot Cell, Biorad) und PVDF-Membranen 
mit einer Porengröße von 0,45µm, in Methanol äquilibriert, verwendet. Die Membran wurde zusam-
men mit dem Polyacrylamid-Gel in mit Transferpuffer getränktes Filterpapier gelegt und in die Trans-
ferkammer, mit Transferpuffer gefüllt, mitsamt aller nötigen Vorrichtungen eingesetzt (Anordnung 
siehe Abbildung 8). Die Elektrophorese fand schließlich unter Kühlung statt (100V, 1h). 
 
Abbildung 8: Western Blot-Schichtanordnung 
Schematischer Aufbau aller Bestandteile zum elektrophoretischen Transfer von Proteinen in einer Transferkammer (nähere 
Erläuterungen siehe Text). 
Um die Gesamtheit aller membrangebundener Proteine darzustellen, wurde für einige Versuche die 
Membran nach dem Transfer kurz mit einer wasserlöslichen Ponceau S-Lösung angefärbt (Romero-
Calvo et al., 2010). 
3.3.6 Tüpfelblot (Dot Blot) 
Bei der Dot Blot-Methode wird das Proteinlysat nicht wie oben beschrieben erst mithilfe einer SDS-
PAGE getrennt, sondern direkt auf die Membran aufgetropft (Hawkes et al., 1982). Es dient v.a. dem 
Nachweis kleinster Proteinmengen und der Detektion sehr kleiner bzw. großer Proteine, was für die 
Western Blot Methode ungeeignet ist. Für diese Blotting-Methode wurden die Lysate, wie in den Ab-
schnitten 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben, hergestellt, allerdings wurde hierfür der Dot Blot-Lysepuffer 
zum Lysieren der Zellen verwendet. Die Membran wurde wie gewohnt in Methanol äquilibriert und 
auf eine 3fache Schicht Filterpapier, mit Transferpuffer getränkt, gelegt. Kurz vor dem Auftragen 
wurden die Proteinlysate mit β-Mercaptoethanol versetzt (5% (V/V)). Die Lysate wurden direkt auf 




die Membran getropft (je 10µl). Dies wurde pro Lysat 1-3x durchgeführt. Zwischen den einzelnen 
Applikationen ließ man die Tropfen in die Membran einziehen, bis sie angetrocknet waren. 
3.3.7 Immundetektion immobilisierter Proteine 
Die nach dem Western Blot oder Dot Blot immobilisierten Proteine können als Antigene fungieren 
und so mit geeigneten Antikörpern visualisiert werden (Burnette, 1981). Dies bezeichnet man Im-
mundetektion. Nach dem Blotting wird die Membran dafür zunächst in Blockmilch geschwenkt (ca. 
2h, RT), um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu minimieren, und dann über Nacht in einer 
Antikörperlösung inkubiert (4°C, schwenkend). Der Antikörper erkennt ein bestimmtes Epitop auf 
dem zu untersuchenden Protein (primärer Antikörper) und wurde entweder in Blockmilch oder in 
BSA-Waschpuffer verdünnt. Anschließend wurde die Membran mehrfach für einige Minuten mit 
BSA-Waschpuffer von ungebundenen Antikörpern befreit und daraufhin mit einem weiteren Anti-
körper inkubiert (sekundärer Antikörper, verdünnt in BSA-Waschpuffer, 2h, RT), welcher gegen das 
IgG der Spezies des primären Antikörpers gerichtet und zusätzlich an Meerrettichperoxidase gekop-
pelt war. Die Membran wurde schließlich wieder gewaschen. Nun erfolgte die Detektion der Prote-
ine. Hierfür wurde entweder das Pierce® ECL plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) oder 
Luminollösung auf die Membran gegeben. Die an die sekundären Antikörper gekoppelte Meerret-
tichperoxidase katalysiert die Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid. Die dadurch entste-
hende (Chemie-)Lumineszenz kann durch Auflegen von Autoradiographiefilmen (Super RX, Fuji 
Film) detektiert und analysiert werden (Ogata et al., 1983). 
3.3.8 Ablösen gebundener Antikörper 
Um eine bereits untersuchte Membran abermals entwickeln zu können, müssen zunächst die zuvor 
gebundenen Antikörper von ihr gelöst werden, was als Strippen bezeichnet wird. Die Membranen 
müssen dazu in Stripping-Puffer mit niedrigem pH-Wert inkubieren (Legocki und Verma, 1981). Sie 
wurden hierfür wieder in Methanol äquilibriert und dann für 2h bei RT in Stripping-Puffer ge-
schwenkt. Nach dem Strippen wurde die Membran kurz mit Wasser gewaschen und dann mit den 
einzelnen Schritten aus Abschnitt 3.3.7 fortgefahren. 
3.3.9 Caspase-3/7-Aktivitäts-Assay 
Die Caspasen 3 und 7 spielen eine zentrale Rolle in der Exekutionsphase der zellulären Apoptose und 
bieten durch Messung ihrer Aktivität die Möglichkeit, den Grad der Apoptose in einem Proteinlysat 
zu bestimmen. Zur Messung der Caspase 3/7-Aktivität von Mausherzen wurde das Caspase-Glo®3/7-
Assay Kit (Promega) verwendet. In diesem Kit wird ein prolumineszentes Substrat der Caspasen 3 
und 7 bereitgestellt, welches nach Spaltung ein Substrat der Luciferase freigibt und so zur Lumines-
 62 
 
zenz führt. Dieses Signal kann gemessen werden und ist direkt proportional zur Aktivität der Caspa-
sen 3 und 7. Je 50µl der Herzlysate wurden in eine weiße 96-well-Platte (Nunc) pipettiert und mit 
50µl des Reaktionsgemisches aus dem Kit vermengt. Diese Mixtur wurde 1h bei RT inkubiert und 
anschließend das Lumineszenzsignal der einzelnen Proben bei 700nm gemessen (EnVision 2104 
Multilabel Reader, Perkin Elmer). 
3.3.10 Immunpräzipitation von ERK aus Zelllysaten 
Die Immunpräzipitation bedient sich der Eigenschaft von Antikörpern, Zielproteine (Antigene) aus 
einer komplexen Probe isolieren zu können (Kaboord und Perr, 2008). In dieser Arbeit wurde diese 
Methode dazu verwendet Flag-ERK aus HEK293-Zelllysaten zu präzipitieren. Hierfür wurden pro 
Probe 8µl Protein-A-Sepharose (Beads) über Nacht mit 1,125µl (=5,625µg) anti-Flag-Antikörper in 
DPBS inkubiert und dadurch aneinander gekoppelt. Nach dem Koppeln wurden die Beads mit 20/2-
Puffer gewaschen und dann 50µl 20/2-Puffer je Probe hinzugefügt. 
Konfluente HEK293-Zellen, mit Flag-ERK2, Myc-Peptid oder pcDNA3 transfiziert (siehe Abschnitt 
3.2.3.4), wurden wie unter Punkt 3.3.1.1 beschrieben lysiert und 800µl des daraus entstandenen Zell-
lysats mit 50µl Beads inkubiert (2h, 4°C, rotierend). Anschließend wurde der Ansatz noch 3x mit 20/2-
Puffer gewaschen und konnte dann für weitere Versuche verwendet werden. 
3.4 Methoden zur Proteinanalyse 
3.4.1 Proteinaufreinigungen 
3.4.1.1 Aufreinigung von His6-ERK2 
Die Anreicherung und Aufkonzentrierung von His6-ERK2 geschah mithilfe des pET-Expressionssys-
tems. Zu diesem Zweck wurde His6-ERK2 in den pET-3c-Vektor (Agilent Technologies) kloniert. Dieser 
Vektor wurde in den E.coli Stamm BL21 (Novagen) eingebracht. Dieser besitzt ein T7-Expressionssys-
tem, welches unter der Kontrolle eines lacUV5-Promotors steht (Dubendorff und Studier, 1991). Die 
Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zum Nährmedium der Bakterien induziert 
diesen Promotor und somit das T7-Expressionssystem und die Synthese des zuvor transformierten 
Konstruktes. Für die Aufreinigung von Proteinen mit einer His6-Affinitätssequenz ist das Prinzip der 
immobilisierten Metallaffinitätschromatographie mit einer Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA)-Aga-
rose-Säule (Quiagen) anwendbar (Hochuli et al., 1987). Die Agarose als Säulenmatrix ist an 
Nitrilotriessigsäure gekoppelt. Diese bildet Chelate mit Nickelionen, welche mit den Seitenketten 
des Histidins interagieren und so das Protein reversibel an die Säule binden. Das Protein kann dann 
wieder durch Zugabe von Imidazol von der Säule eluiert werden, da dieses das Protein von den Bin-
dungsstellen am Nickel verdrängt. 




Bei der präparativen Aufreinigung von His6-ERK wurden transformierte E.coli-Einzelkolonien gepickt 
und in 10ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin in einem Rotationsschüttler inkubiert (ca. 15h, 
37°C). 4ml davon wurden dann in 400ml LB-Medium mit Ampicillin bis zu einer Zelldichte von 108 
Zellen/ml gezogen. Das entspricht einer optischen Dichte von 0,4-0,5 E600. Bei Erreichen dieser Zell-
dichte wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 200µM IPTG induziert und die Bakterien so 
6h weitergezogen, bis sie schließlich abzentrifugiert (Beckmann Avanti J-25, 3400g, 10min, 4°C), mit 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurden. Zur Weiterverarbeitung wurde 
das Bakterienpellet mit 15ml Puffer 1 auf Eis aufgetaut und resuspendiert. Die Zellen wurden dann 
zum Aufbrechen sonifiziert (Bandelin Sono Puls HD 200, 3x 15 Stöße bei Cycle 30, Power MS72/D) 
und unlösliche Bestandteile durch Zentrifugation (Beckmann Le-70, 1h, 165000g, 4°C) entfernt. Für 
die Affinitätschromatographie wurde eine Chromatographiesäule (BioRad) mit 1ml Ni-NTA-Agarose 
befüllt und mit Puffer 1 äquilibriert. Der Bakterienzellüberstand wurde anschließend auf die Säule 
gegeben und 5x mit 3ml und 3x mit 5ml Puffer 2 gewaschen. Daraufhin wurde das Protein mit 
150mM Imidazol von der Säule eluiert (30min, 4°C, rotierend) und auf eine zuvor mit Puffer 1 äquili-
brierte Zentrifugationseinheit (30kDa, Millipore) gegeben und so 6x mit Puffer 1 gewaschen, um die 
Imidazolkonzentration zu reduzieren. Schließlich wurde die Proteinkonzentration bestimmt und die 
Proteinlösung aliquotiert und nach Schockfrosten bei -80°C gelagert. 
3.4.1.2 Aufreinigung von GST-Peptid 
Für die Aufreinigung von GST-Peptid wurde das Peptid zuerst in das pGex-KG-Plasmid kloniert 
(Lorenz et al., 2003). In diesem Vektor wird die Glutathion-S-Transferase (GST) als Fusionspartner und 
Affinitätssequenz für das gewünschte aufzureinigende Protein bereitgestellt, und zwar so, dass nach 
erfolgter Anreicherung die GST-Sequenz (26kDa) durch die schnittstellenspezifische Protease 
Thrombin abgespalten werden kann (Smith und Johnson, 1988). Die Prozedur der Aufreinigung ist 
sehr ähnlich zu der mit der His6-Affinitätssequenz. Bis zur Zugabe von IPTG ist diese sogar identisch. 
Hier wurde das IPTG über Nacht bei 30°C mit der Bakterienzellkultur inkubiert. Das Bakterienpellet 
wurde später dann in 15ml Aufschlusspuffer lysiert und auf eine Glutathion SepharoseTM 4B-Säule 
(1ml, GE Healthcare) gegeben. Die Säule wurde zuvor mit Waschpuffer äquilibriert. Nach dem Durch-
laufen des Lysats wurde die Säule 3x mit 5ml Waschpuffer gewaschen und das Protein schließlich 
mit 2,5ml Elutionspuffer eluiert (10min, RT). Danach wurde das Eluat wieder mithilfe der Zentrifuga-





3.4.2.1 Phosphopeptide Mapping von aufgereinigtem His6-ERK2 
Verschiedene Phosphorylierungsstellen in einem Protein können oft unterschiedliche Auswirkun-
gen auf die Funktion und Signalweiterleitung dessen haben. Zur Identifizierung unterschiedlicher 
Phosphorylierungsstellen ist das Phosphopeptide Mapping eine sehr nützliche Methode, bei der eine 
32P-markierte Substanz mit Enzymen verdaut wird und die daraus resultierenden radioaktiven Phos-
phopeptide in zwei Dimensionen (Elektrophorese und Dünnschichtchromatographie) voneinander 
getrennt werden (van der Geer und Hunter, 1994). Zu diesem Zweck wurde aufgereinigtes His6-ERK2 
(1µM) zusammen mit Gβγ-Untereinheiten (500nM) sowohl in Anwesenheit als auch Abwesenheit 
des GST-Peptids (80µM) in einem radioaktiven Phosphorylierungsansatz inkubiert (20min, 30°C, 
leicht schüttelnd). 
 Radioaktiver Phosphorylierungsansatz: (in 20/2-Puffer) 
  ATP     100µM 
  MgCl2     10mM 
  [γ-32P]-ATP    50µM 
Nach der Inkubation wurden die Ansätze mit 4fach-Ladepuffer versetzt, die Proteine durch eine SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran übertragen. Durch Anfärben der 
Membran mit einer Ponceau S-Lösung konnten die Proteine sichtbar gemacht und so die ERK2-
Bande (42kDa) ausgeschnitten werden. Diese Membranschnipsel wurden nach dem Waschen mit 
Methanol und Wasser in einer PVP-Lösung inkubiert (30min, 37°C). Daraufhin wurden die Membra-
nen 5x mit Wasser und noch 2x mit einer 50mM Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3)-Lösung 
gewaschen, bevor sie über Nacht mit Trypsin (gelöst in 50mM NH4HCO3, Sequencing Grade Modified 
Trypsin, Promega) verdaut wurden (37°C), um ERK2 von der PVDF-Membran zu lösen. Die Membran-
stücke wurden dann entfernt und die Enzym/ERK2-Lösung in flüssigem Stickstoff gefroren und an-
schließend lyophilisiert (4h, Vr-I Hetovac, Heto). Das Lyophilisat wurde im Anschluss in 5µl Ampuwa®-
Wasser (Fresenius Kabi) gelöst und in 0,5µl Einheiten (Proben insg. je 3,5 µl, DC-Marker insg. 1µl) auf 
eine Cellulose-Dünnschichtchromatographie (DC)-Platte (20x20cm, Merck) aufgetragen (Auftrags-
schema siehe Abbildung 9). 





Abbildung 9: Auftragsschema einer DC-Platte für das Phosphopeptide-Mapping 
Schematische Darstellung des Auftragsschemas der einzelnen Proben auf einer DC-Platte. 
Nachfolgend wurden die Phosphopeptide für die erste Dimension in Elektrophorese-Puffer elektro-
phoretisch getrennt (10psi, 1000V, 25min, Hunter Thin Layer Peptide Mapping Electrophoresis Sys-
tem HTLE-7002), eine halbe Stunde getrocknet und für die zweite Dimension in einer mit Phospho-
Chromatographie-Puffer äquilibrierten DC-Kammer chromatographisch separiert (8h, dunkel). Nach 
abermaligem Trocknen der DC-Platte wurden die aufgetrennten Phosphopeptide darauf autoradio-
graphisch detektiert. 
Der gesamte Versuchsaufbau erfolgte analog zu der Beschreibung von Lorenz et al. (Lorenz et al., 
2009a). 
3.4.2.2 Nichtradioaktive Immundetektion von phosphoryliertem His6-ERK2 
Stehen sehr gute, spezifische Antikörper zur Verfügung können verschiedene Phosphorylierungstel-
len in einem Protein auch mithilfe der Immundetektion (siehe Abschnitt 3.3.7) unterschieden wer-
den. Um für diesen Zweck aufgereinigtes His6-ERK2 zu phosphorylieren wurde es in den gleichen 
Mengen wie im Punkt zuvor beschrieben mit Gβγ-Untereinheiten und dem GST-Peptid inkubiert, in 
diesem Fall aber in einem nichtradioaktiven Phosphorylierungsansatz. 
 Nicht-radioaktiver Phosphorylierungsansatz: (in 20/2-Puffer) 
  ATP     100µM 
  MgCl2     10mM 
Nach der Reaktion wurden die einzelnen Ansätze mit 4fach-Ladepuffer versetzt und mittels Western 




3.5 Fluoreszenzbasierte Methoden 
3.5.1 Zellfixierung 
Das Fixieren von Zellen dient der Beibehaltung deren Struktur und Anordnung im Gewebe, auch im 
Hinblick darauf, dass sie der Weiterverarbeitung standhalten sollen. Sie erhält unter anderem auch 
den Zustand und die räumliche Aufteilung von Proteinen und anderen Molekülen in der Zelle, so-
dass dies später untersucht werden kann (Thavarajah et al., 2012). Zur Fixierung von Zellen oder Ge-
weben wurde hier eine 4%ige Paraformaldehyd (PFA)-Lösung in PBS verwendet. PFA ist ein Quer-
vernetzer von Proteinen, der z.B. mit primären Aminen zu Schiff’schen Basen und mit Amiden zu 
Hydroxymethyl-Produkten reagiert, ohne dabei sichtbaren Einfluss auf die Sekundärstruktur der Pro-
teine zu nehmen (Mason und O'Leary, 1991). Die Zellen wurden zum Fixieren zunächst 2x mit DPBS 
gewaschen, dann in der PFA-Lösung inkubiert (10min, RT) und schließlich noch 1x mit DPBS gewa-
schen. Die entnommenen Gewebeteile, zumeist Herzen, wurden über Nacht bei 4°C in der PFA-Lö-
sung fixiert.  
 Herstellung der 4%igen PFA-Lösung: 
  4g PFA in 50ml Wasser unter Rühren auf 60°C erhitzen 
  1M NaOH hinzugeben bis PFA vollständig gelöst ist (pH ca. 7,5) 
  Lösung unter Rühren abkühlen lassen 
  10ml 10xPBS hinzugeben und mit Wasser ad 100ml verdünnen 
  Aliquotieren und bis zum Gebrauch bei -20°C lagern 
3.5.2 Phalloidin-Färbung 
Phalloidin gehört zu der Gruppe der Phallotoxine welche in grünen Knollenblätterpilzen vorkom-
men und hat die Eigenschaft sehr selektiv an polymeres F-Aktin zu binden (Cooper, 1987). Das hier 
verwendete Phalloidin war zusätzlich noch mit dem grün fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor ® 
488 konjugiert und ermöglichte so die Visualisierung der Wechselwirkung mit F-Aktin und folglich 
die Abgrenzungen des Zytoskeletts. Diese Möglichkeit der Sichtbarmachung wurde in dieser Arbeit 
dazu verwendet, mikroskopisch die Querschnittsfläche von NRCMs darzustellen und dies als Maß für 
das Zellwachstum (Hypertrophie) heranzuziehen. NRCMs wurden dazu in einer zuvor mit Poly-D-
Lysin beschichteten 12-well-Zellkulturschale mit Glascoverslips ausgesät (300.000 Zellen/well). Für 
den Versuch wurden die Zellen (24h nach adenoviraler Transduktion) für 24h durch Serumentzug 
gehungert (0%-Kardiomyozytenmedium) und daraufhin weitere 24h sowohl mit als auch ohne Phe-
nylephrin (4µM) inkubiert, um dann, wie im Punkt zuvor beschrieben, fixiert zu werden. Um die Zell-
membranen zu permeabilisieren und NRCMs so für die weitere Behandlung und Färbung durchläs-
sig zu machen wurden die Zellen mit einer -20°C kalten Aceton-Methanol-Mischung (1:1) behandelt 
(2min). Organische Lösungsmittel, wie Methanol und Aceton, lösen Lipide aus der Zellmembran und 




machen sie so permeabel (Jamur und Oliver, 2010). Anschließend wurden die Zellen mit einer BSA-
Block-Lösung (2% (m/V) in DPBS) inkubiert (30min, RT) und darauhin mit Alexa Fluor® 488 Phalloidin 
gefärbt (Molecular Probes, 5U/ml, 20min, RT, dunkel). Die Zellen wurden im Anschluss 1x mit DPBS 
gewaschen, um dann die Zellkerne mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, 700ng/ml) zu färben 
(30min, RT, schwenkend). DAPI bindet bevorzugt an A-T-reiche Regionen der DNA und fluoresziert 
daraufhin bei Anregung mit ultraviolettem Licht (Kapuscinski, 1990). Zuletzt wurden die Zellen wie-
der 3x mit DPBS gewaschen und mithilfe von Fluoromount-GTM (SouthernBiotech) auf Ojektträger 
aus Glas gemountet. Für die Auswertung wurden NRCMs mit einem Leica TCS SP5 Konfokal-Mikro-
skop analysiert (Objektiv: HCX PL APO lambda blue 63x 1.4 OIL). Dazu wurde DAPI mit dem Dioden-
laser (405nm) und Alexa Fluor® 488 mit dem Argonlaser (488nm) angeregt. Die Emission von DAPI 
wurde zwischen 430 und 453nm, die von Alexa Fluor® 488 bei 520-550nm gemessen. Für die Bestim-
mung der Querschnittsfläche wurden ca. 50 Zellen pro Versuchsbedingung und Experiment analy-
siert und die Pixelanzahl in der Querschnittsfläche (bestimmt mit Adobe Photoshop) als indirektes 
Maß für die Fläche herangezogen. 
3.5.3 TUNEL-Färbung 
Während der frühen Phase des programmierten Zelltodes (Apoptose) entstehen durch Endonukle-
asen verursachte Einzel- und Doppelstrangbrüche der DNA. Die TUNEL (Terminal dUTP Nick End La-
beling)-Methode beruht darauf, die durch diese Fragmentierung freiwerdenden 3‘-OH-Enden der 
DNA mit einem Enzym (TdT, terminale Desoxynukleotidyl-Transferase) zu markieren, welches dann 
fluoreszenzmarkierte Nukleotide an die Strangenden anhängt um somit apoptotische Zellkerne mik-
roskopisch sichtbar machen zu können (Gavrieli et al., 1992). Diese Färbung wurde sowohl mit 
NRCMs als auch mit den verschiedenen Krebszelllinien durchgeführt. Dafür wurden die Zellen in ei-
ner zuvor mit Poly-D-Lysin beschichteten 24-well-Zellkulturschale mit Glascoverslips ausgesät 
(NRCMs: 150.000 Zellen/well, Krebszellen: 25.000 Zellen/well). Nach Transduktion der Zellen unter 
den jeweiligen Bedingungen wurde die Färbung durchgeführt. Dabei wurden die Zellen auch hier 
zunächst wieder, wie in Abschnitt 3.5.1, beschrieben fixiert. Im Anschluss wurden die Zellenmemb-
ranen permeabilisiert (7min, auf Eis). Bei diesem Versuch wurde allerdings eine detergenshaltige Per-
meabilisations-Lösung verwendet. Detergenzien, wie das nichtionische Triton-X-100, interagieren 
mit Cholesterol in den Membranen, lösen es und hinterlassen so eine löchrige Membranstruktur 
(Jamur und Oliver, 2010). Nach zweimaligem Waschen mit DPBS, wurden je 20µl der fertigen TUNEL-
Färbelösung (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red, Roche, hergestellt nach Anweisung des Her-
stellers) auf jedes Coverslip gegeben und die Zellen damit in einer feuchten Kammer inkubiert (1h, 
37°C, dunkel). Als Positivkontrolle wurde ein well vor der Färbung mit 25µl DNAse I behandelt 
(0,1mg/µl DPBS). Für die Negativkontrolle wurde ein weiteres well nur mit der Färbelösung aus dem 
Kit ohne Enzym inkubiert. Anschließend wurde 2x 5min mit DPBS gewaschen und dann mit Hoechst 
33258 (1,12µM) die Kerne angefärbt (5min, RT, schwenkend, dunkel). Der Fluoreszenzfarbstoff 
Hoechst 33258 bindet in der kleinen Furche der doppelsträngigen DNA präferentiell an A-T-reichen 
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Positionen (Kapuscinski, 1990). Die Zellen wurden schließlich 3x mit DPBS gewaschen und wie zuvor 
beschrieben gemountet. Zur letztendlichen Analyse der Färbung wurden die Zellen mit dem Leica 
DM400B Fluoreszenz-Mikroskop (Objektiv: HCX PL Fluotar) untersucht. Hoechst 33258 wurde durch 
den Fluoreszenzfilterwürfel A, Tetramethylrhodamin (TMR) durch den Fluoreszenzfilterwürfel N21 
visualisiert. Für die repräsentative Quantifizierung der Apoptoserate wurden pro Coverslip fünf Aus-
schnitte mit beiden Filtern aufgenommen und diese Bilder im Anschluss mit der Software Diskus 
(Ver. 4.80) übereinandergelegt. Dann wurden die gesamten Zellkerne (blau) und die TUNEL-positi-
ven Kerne (rot) separat gezählt und das prozentuale Verhältnis daraus gebildet. Pro Bedingung und 
Versuchstag wurden mindestens 100 Zellen ausgewertet. 
3.5.4 Lokalisation von YFP-ERK2 (nukleäre-zu-zytosolische Verteilung) 
Um die Lokalisation von ERK2-wt (-/+ Peptid) oder ERK2Δ174-177 (kurz: ERK2-Δ4) in Zellen zu analysieren 
und danach das Verteilungsverhältnis von nukleärer zu zytosolischer Lokalisation bestimmen zu 
können, wurden ERK2-wt oder ERK2-Δ4 mit yellow fluorescent protein (YFP) markiert, im Folgenden 
YFP-ERK2-wt oder YFP-ERK2-Δ4 genannt. Die fluoreszierenden Eigenschaften des YFP ermöglichten 
das überexprimierte ERK2 oder seine Mutante innerhalb einer Zelle zu visualisieren. Diese Analyse 
wurde in COS-7 Zellen durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen wie zuvor beschrieben in 12-well-
Zellkulturschalen mit Glascoverslips kultiviert und mithilfe der DEAE-Dextran-Methode transfiziert 
(siehe Abschnitt 3.2.3.3). 24h nach der Transfektion wurde 0%-DMEM-Medium (Hungermedium) auf 
die Zellen gegeben. 
Weitere 24h nach dem Mediumwechsel wurden einige wells mit 10µM Phenylephrin inkubiert 
(10min, 37°C) und daraufhin die Zellen, wie in Abschnitt 3.5.1 erläutert, fixiert. Daraufhin wurden die 
Zellkerne mit DAPI angefärbt (700ng/ml, 30min, dunkel, schwenkend), die Zellen 3x mit DPBS gewa-
schen (je 5min, dunkel, schwenkend) und die Glascoverslips zuletzt auf Objektträger gemountet. Die 
fixierten Zellen wurden schließlich mit dem Leica TCS SP5 Konfokal-Mikroskop (Objektiv: HCX PL 
APO lambda blue 63x 1.4 OIL) analysiert. YFP wurde mit dem Argonlaser (488nm) angeregt, DAPI mit 
dem Diodenlaser (405nm). Der Messbereich der Emissionen betrug bei YFP 550 bis 620nm, bei DAPI 
430 bis 453nm. Die Bilder wurden im sequentiellen Modus angefertigt. Der Objektträger wurde so 
justiert, dass er sich in der Kernebene befand. Sämtliche Einstellungen waren für alle Aufnahmen 
konstant (1024x1024 Pixel, 400Hz, 2,3facher Zoom). Zur Auswertung der Aufnahmen wurde die 
ImageJ-Software verwendet. Anhand des DAPI-Bildes konnte der Bereich des Kernes, anhand der 
YFP-Aufnahme der des Zytosols markiert werden. Daraufhin wurde die Zellkernbegrenzung aus der 
DAPI-Aufnahme in der YFP-Aufnahme angezeigt, sodass im YFP-Bild nun gleichzeitig beide Begren-
zungen zu sehen waren. Im Anschluss wurden mithilfe des Programms die Mittelwerte der Fluores-
zenzintensitäten der definierten Abschnitte ermittelt. Nachdem der Mittelwert der Intensität der 
Hintergrundfluoreszenz von den beiden Werten abgezogen wurde, konnte der Quotient aus nukle-




ärer und zytosolischer Fluoreszenzintensität gebildet werden. Dies spiegelt letztendlich das Vertei-
lungsverhältnis der Lokalisation der YFP-Konstrukte wider. Pro Bedingung und Versuchstag wurden 
15 Zellen ausgewertet. 
3.5.5 Proximitiy Ligation Assay (Duolink®) 
Der Proximitiy Ligation Assay (in situ PLA, Duolink®) ist eine relativ neue Methode, die dem Nachweis 
von Protein-Protein-Interaktionen dient. Sie bietet im Vergleich zu herkömmlichen Nachweismetho-
den für die Beobachtung der Dynamiken von Proteinen eine erhöhte Selektivität durch den Ge-
brauch von zwei Erkennungsstellen und eine erhöhte Sensitivität durch das Einbeziehen einer DNA-
Amplifikation als Bestandteil der Detektion der Zielmoleküle (Jarvius et al., 2007). Gegen die zu ana-
lysierenden Interaktionspartner werden Antikörper aus unterschiedlichen Spezies eingesetzt. Spe-
ziesspezifische Zweitantikörper (PLA-Proben), die an Oligonukleotide gekoppelt sind, sollen nun an 
die primären Antikörper binden und die Bildung zirkulärer DNA-Stränge ermöglichen, wenn sie sich 
nahe genug zueinander befinden. Diese DNA-Ringe dienen dann als Vorlage für eine lokalisierte Po-
lymerase-Kettenreaktion durch eine rolling-circle amplification (RCA). Fluoreszenzmarkierte Hybridi-
sierungssonden ermöglichen schließlich die mikroskopische Analyse der Proben, da jedes Amplifi-
kationsprodukt als einzelner, leuchtender Punkt sichtbar wird. Diese Nachweismethode wurde kom-
plett von Sofia Kramer unter der Anweisung von Angela Tomasovic durchgeführt. Dazu wurden 
COS7-Zellen verwendet (50.000 Zellen/well, 12-well-Zellkulturschale mit Poly-D-Lysin beschichtet 
und Glascoverslips), die je nach Anliegen mithilfe der DEAE-Dextran-Methode transfiziert wurden 
oder dahingehend unbehandelt waren. Die Zellen wurden dann, wie schon zuvor beschrieben, mit 
Phenylephrin stimuliert (10µM, 10min, 37°C), wie in Abschnitt 3.5.1 aufgeführt, fixiert und mit einem 
eiskalten Gemisch aus Aceton und Methanol (1:1) permeabilisiert (2min). Im Anschluss wurden un-
spezifische Bindungsstellen mit einer BSA-Blocklösung blockiert (30min, RT) und die Zellen dann mit 
je 20µl Antikörper, verdünnt in 1% BSA (m/V), inkubiert (2h, RT, feuchte Kammer). 
Danach erfolgte der in situ PLA mit dem Duolink® In Situ Red Starter Kit Mouse/Rabbit (Sigma) nach 
Anweisung des Herstellers. Die erzeugten Signale wurden mit dem Leica TCS SP5 Konfokal-Mikro-
skop (Objektiv: HCX PL APO lambda blue 63x 1.4 OIL) aufgenommen. Dazu wurden sie mit dem He-
lium-Neon-Laser (594nm) angeregt und die Emission zwischen 604 und 656nm detektiert. Es fand 
auch eine DAPI-Färbung der Zellkerne statt. Diese Signale wurden mit dem Diodenlaser angeregt 
(405nm) und deren Emission zwischen 430 und 453nm detektiert. Die Aufnahmen erfolgten im se-
quentiellen Modus (1024x1024 Pixel, 400Hz, 2,3facher Zoom). 
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3.6 Histologische Methoden 
3.6.1 Paraffinschnitte 
Das fixierte Gewebe, zumeist Herzen, wurde in kleinen Kasetten in Paraffin eingebettet und 
anschließend mit einem Microtom (Leica RM 2165) in 2µM dicke Gewebeschnitte zerteilt (Lorenz et 
al., 2009a). Die Schnitte wurden dann auf Polylysin-beschichtete Objektträger (Superfrost®) übertra-
gen und einige Stunden bei 45°C getrocknet. All diese Schritte wurden von den technischen Assis-
tentinnen Marianne Babl und Martina Fischer durchgeführt. 
3.6.2 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung 
Die HE-Färbung ist eine gern genutzte histologische Standardmethode, um einen Überblick über die 
Struktur des zu untersuchenden Gewebes zu erlangen. Hämatoxylin färbt in seiner oxidierten Form 
(Hämatein/“Hämalaun“) DNA in Zellkernen an (blau bis violett) und Eosin färbt unspezifisch Proteine; 
so werden dann das Zytosol und die extrazelluläre Matrix rot bis pink dargestellt (Fischer et al., 2008; 
Lorenz et al., 2009a). Diese Färbung wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, die Querschnittsfläche 
von Myozyten in Herzschnitten zu untersuchen. Dazu mussten die Schnitte zunächst wie nachfol-
gend gezeigt entparaffiniert werden. 
 Entparaffinieren: 
  Roti®-Histol    4min 
  Roti®-Histol    4min 
  Roti®-Histol    4min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 70% (V/V)   2min 
  H2O     4x30sec 
Im Anschluss wurden die Schnitte jeweils 10min in einer Hämatoxylin-Färbelösung gefärbt und mit 
Leitungswasser gespült. Dann wurden die Schnitte in eine Eosin-Lösung (+20µl Eisessig) überführt, 
für 50sec darin gefärbt, 2x mit Wasser gewaschen (30sec) und wie nachfolgend beschrieben wieder 
entwässert. 





  Ethanol 70% (V/V)   1min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Ethanol 100% (V/V)   2min 
  Roti®-Histol    3min 
  Roti®-Histol    3min 
Die Schnitte wurden zuletzt mit Eukitt® eingedeckt. Zur Auswertung der Querschnittsfläche der Kar-
diomyozyten wurden die Schnitte mit einem Leica DM 4000B Mikroskop (Objektiv: Leica HCX PL Flu-
otar 20x/0,75) bei 200facher Vergrößerung digital abfotografiert. Mithilfe von Adobe Photoshop 
wurden bei 6 Zellen/Bild (insgesamt 60 Zellen/Schnitt) die Pixelanzahl der umrandeten Zellen als 
Maß für die Querschnittsfläche betrachtet. Nur Kardiomyozyten mit zentral liegendem Zellkern wur-
den in die Auswertung mit reingenommen. Die Auswertung wurde verblindet durchgeführt und er-
folgte gemäß der Beschreibung von Ruppert et al. (Ruppert et al., 2013). 
3.6.3 (Pikro-) Siriusrot (SR)-Färbung 
Die SR-Färbung dient dem Visualisieren von Kollagen in Geweben. Dabei reagiert der stark anioni-
sche Farbstoff über seine Sulfonsäuregruppen mit basischen Gruppen in den Kollagenmolekülen 
(Junqueira et al., 1979). So wird bei dieser Färbung Kollagen rot und das restliche Gewebe gelb an-
gefärbt. 
Die Schnitte wurden für diese Färbung, wie im Punkt zuvor beschrieben, entparaffiniert und dann 
mit der Siriusrot-Färbelösung behandelt (45min). Im Anschluss wurden sie 2x mit Wasser gewaschen 
(je 30sec) und, wie zuvor beschrieben, entwässert und mit Eukitt® eigedeckt. Für die Analyse der in-
terstitiellen Fibrose wurden die Herzschnitte mit einem Leica DM 4000B Mikroskop (Objektiv: Leica 
HCX PL Fluotar 5x/0,15) in 50facher Vergrößerung digital abfotografiert und der prozentuale Anteil 
an Fibrose am Gesamtschnitt über die Pixelanzahl der jeweiligen Farbnuacen mithilfe von Adobe 
Photoshop bestimmt. Die Auswertung erfolgte verblindet und für die gesamte Fläche eines Schnit-
tes (Ruppert et al., 2013). 
3.7 Physiologische Modelle 
3.7.1 Mäuse 
Die transgene Mauslinie ERK2Δ174-177 wurde von Prof. Dr. Kristina Lorenz durch Vorkerninjektion des 
Konstruktes in befruchtete Oozyten von FVB/N-Mäusen generiert und bereitgestellt (Lorenz et al., 
2009a). Das Konstrukt wird dabei herzspezifisch überexprimiert, da es unter der Kontrolle des α-MHC 
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(myosin heavy chain)-Promotors liegt. Das α-MHC-Gen kodiert für ein herzmuskelspezifisches Pro-
tein, das an der Kontraktion des Herzens beteiligt ist und dessen Enhancer-Element unterstützt hohe 
Level an herzmuskelspezifischer Expression, unabhängig von dessen Position oder Orientierung 
(Molkentin et al., 1996). Das zusätzliche Anbringen einer Polyadenylierungssequenz (Poly-A-Se-
quenz) des viralen SV40-Genoms an das Konstrukt schützt die mRNA vor enzymatischer Degradation 
und fördert ihre Translation (van den Hoff et al., 1993). Der Aufbau des Konstruktes ist in Abbildung 
10 dargestellt. 
 
Abbildung 10: Schematischer Aufbau des Genkonstruktes zur herzspezifischen Expression von ERK2Δ174-177 
Schematische Darstellung des klonierten ERK2Δ174-177-Konstruktes mit ATG als Startcodon. 
Für diese transgenen Mäuse wurden als Kontrolltiere rein wildtypische Mäuse mit FVB/N-Hinter-
grund verwendet. Für die Gentherapieversuche dienten Mäuse mit C57Bl/6J-Hintergrund. Alle 
Mäuse wurden im Tierstall des Instituts für Pharmakologie und Toxikologie gezüchtet und zur Ver-
fügung gestellt. Nach dem Absetzen der Mäuse wurden sie von Martina Fischer zur Untersuchung 
der Transgenität genotypisiert.  
Die Zucht und Haltung aller in dieser Arbeit verwendeten Tiere erfolgte im Einklang mit dem Tier-
schutzgesetz. Außerdem waren alle Versuchsvorhaben sowie deren Bedingungen von der Regie-
rung von Unterfranken genehmigt. 
3.7.2 Transverse Aortenkonstriktion (TAC) 
Die Transverse Aortenkonstriktion (englisch: transverse aortic constriction, TAC) ist ein in vivo Maus-
Modell für pathologische myokardiale Zellhypertrophie und beruht auf einer mikrochirurgischen 
Methode, um den Druckgradienten entlang der Aorta zu erhöhen (>60mmHg) (Lorenz et al., 2009a; 
Rockman et al., 1991; Schmitt et al., 2003). Diese Operation wurde an acht Wochen alten ERK2Δ174-177 
transgenen Tieren und FVB/N-Kontrollmäusen durchgeführt. Die Prozedur wurde komplett von Prof. 
Dr. Kristina Lorenz durchgeführt. Einen Tag vor und 6 Wochen nach der Operation wurden die Her-
zen der Mäuse echokardiographisch untersucht (siehe Abschnitt 3.7.5). Nach dem letzten Ultraschall 
wurden die Mäuse getötet und deren Herzen entnommen, um sie biochemisch und histologisch zu 
untersuchen.  
3.7.3 9-Monatsmäuse 
Der Ansatz, postnatales Herzwachstum zu untersuchen, bietet die Möglichkeit, die „normale“, phy-
siologische Hypertrophie eines alternden Herzens zu analysieren. Dazu wurden wieder ERK2Δ174-177 




transgene Mäuse und FVB/N-Kontrolltiere miteinander verglichen. Die Mäuse wurden im Alter von 
9 Monaten echokardiographisch untersucht und deren Herzen zur weiteren Analyse entnommen. 
3.7.4 Gentherapie 
Um C57Bl/6J-Mäuse einer Gentherapie mit dem Peptid zu unterziehen und dessen Effekt auf mal-
adaptive Prozesse zu untersuchen musste bei ihnen zunächst die Ligation des Aortenbogens durch-
geführt werden (siehe Abschnitt 3.7.2). Direkt im Anschluss wurden den Mäusen die adeno-assozi-
ierten Viren (AAVs) in die Schwanzvene injiziert (zur Virusverdünnung siehe Abschnitt 3.2.3.2) 
(Schmid et al., 2015). AAVs sind einsträngige DNA-Parvoviren und benötigen Helferviren (z.B. Adeno-
viren) für ihre Vermehrung (Atchison et al., 1965). Da sie zudem nicht human pathogen sind und ein 
sehr einfaches Genom aufweisen, eignen sie sich, im Vergleich zu adenoviralen Konstrukten, sehr 
gut für einen in vivo Gentransfer (Flotte et al., 1993; Vassalli et al., 2003). In dieser Arbeit wurden AAVs 
des Serotyps 9 (AAV9) verwendet, da speziell dieser relativ spezifisch und effizient das Myokardium 
transduziert (Inagaki et al., 2006; Pacak et al., 2006). Die verwendeten AAV-Konstrukte enthielten zu-
sätzlich noch einen myosin light chain (MLC)-Promotor für eine muskelspezifische Expression der 
Konstrukte und einen Cytomegalovirus (CMV)-Promotor, welcher allgemein einen starken Enhancer 
der Transkription darstellt (Boshart et al., 1985; Pleger et al., 2011; Rosenthal et al., 1989). 
Die TAC-Operation sowie die Bolus-Applikation der AAVs in die Schwanzvene der Mäuse wurden 
komplett von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgeführt. Einen Tag vor und 4 Wochen nach der Operation 
wurden die Mäuse echokardiographisch untersucht und deren Organe für weitere Untersuchungen 
entnommen. 
3.7.5 Echokardiographie 
Die echokardiographischen Untersuchungen wurden an narkotisierten Mäusen (Pentobarbital i.p., 
35mg/kg Körpergewicht) durchgeführt. Die Aufnahmen erfolgten mithilfe der Vevo® 770 und Vevo® 
2100 (VisualSonics) Bildgebungssysteme und beinhalteten die enddiastolische linksventrikuläre Hin-
terwanddicke (LVHW), die enddiastolische intraventrikuläre Septumdicke (IVS) und den enddiastoli-
schen und endsystolischen linksventrikulären Innendurchmesser (LVIDED und LVIDES) (durch zweidi-
mensionalen M-Mode erhalten). Weiterhin konnte durch das PW-Dopplerverfahren (pulsed-waved 
Doppler) die Strömungsgeschwindigkeit des Blutes [Vmax (mm/s)] an der Position der transversen 
Aortenkonstriktion bestimmt werden. Darüber hinaus wurden auch die systolische Verkürzungsfrak-
tion (FS, Fractional shortening) sowie der Aortendruckgradient unter Zuhilfenahme der Analysesoft-
ware von VisualSonics und den folgenden Formeln berechnet. 










Die Auswertungen der echokardiographischen Untersuchungen wurden von Prof. Dr. Kristina 
Lorenz durchgeführt. 
3.7.6 Organentnahmen 
Für die Organentnahmen wurden die Mäuse durch Genickbruch getötet, deren Gesamtkörperge-
wicht gewogen und anschließend der Thorax geöffnet, das Herz entnommen und von Blut entleert 
gewogen. Dann wurden die Herzohren abgeschnitten und das reine Herzgewicht bestimmt. Das 
Herz wurde daraufhin auf Höhe des Papillarmuskels geteilt, wobei der Herzboden zum Fixieren in 
Paraformaldehyd gelegt wurde. Die Herzspitze wurde weitestgehend vom rechten Ventrikel befreit, 
nochmals geteilt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Nutzung bei -80°C gela-
gert. Darüber hinaus wurde auch die Lunge der Mäuse entnommen und direkt gewogen. Zuletzt 
wurde zum Messen der Länge des Schienbeins (Tibia) noch der Unterschenkel entnommen. 
3.8 Weitere Methoden 
3.8.1 Nachweis von RNA 
3.8.1.1 Qualitativer Nachweis von RNA aus Zelllysaten 
Um nachzuweisen, dass die adenoviral transduzierten Krebszelllinien das eingebrachte Myc-Peptid-
Konstrukt aufnahmen und dessen Transkription möglich ist, wurde ribonucleic acid (RNA) aus diesen 
Zellen isoliert. Die Zellen wurden zunächst in zuvor mit Poly-D-Lysin beschichtete Zellkulturschalen 
ausgesät (75.000 Zellen/well) und mit dem Myc-Peptid-Adenovirus-Konstrukt, oder dem LacZ-Kon-
trollvirus transduziert. Dann wurden sie 1x mit DPBS gewaschen und anschließend wurde mit der 
RNA-Isolation mithilfe des peqGOLD TriFastTM-Reagenzes (Peqlab, 1ml/well) begonnen. Die Isolation 
erfolgte gemäß dem Protokoll des Herstellers. Die RNA wurde schließlich in 30µl DEPC-H2O gelöst. 
Die Konzentration der isolierten RNA wurde im Anschluss am NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) 
bei 260nm gemessen. Nun erfolgte die cDNA-Synthese. Diese war notwendig, um die daraus erhal-
tene cDNA später in einer PCR amplifizieren und schließlich nachweisen zu können. Dafür mussten 
1µg RNA in einem Endvolumen von 10µl in DEPC-H2O eingesetzt werden. Die RNA wurde dabei zu-
nächst mit 1mM dNTPs und 2nM Oligo(dT)15-Primer inkubiert (10min, 70°C) und dann auf Eis gestellt. 
Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Mastermix, erst 60min bei 42°C, dann 15min bei 70°C. 




 Mastermix cDNA-Synthese: (Ansatz für 1 Probe) 
  5x first strand buffer   4,0µl 
  DTT (100mM)    2,0µl 
  SuperScript® II Reverse Transkriptase 
  (200U/µl)    1,0µl 
  DEPC-H2O    0,9µl 
  RNasin® (Promega, 40U/µl)  0,1µl 
Für die Negativ-Kontrolle wurde die SuperScript® II Reverse Transkriptase aus dem Mix weggelassen. 
Alle Proben wurden noch mit 25µl DEPC-H2O verdünnt und dann für eine PCR als Amplifikationsvor-
lagen, um das Myc-Peptid nachzuweisen, verwendet. Die Annealing-Temperatur betrug 48°C. 
 5‘ Ende-Primer (reverse): 5’-tct gta tcc tgg ctg gaa tct-3’ 
 3‘ Ende-Primer (forward): 5’-atg gag cag aag ctc atc agc-3’, erkennt den Myc-tag 
3.8.1.2 Quantitativer Nachweis von RNA aus Herzlysaten (RT-PCR) 
Zur präparativen Isolation von RNA aus Herzgeweben wurde das RNeasy® Mini Kit (Quiagen) verwen-
det. Dazu mussten die Herzen zunächst mechanisch in 600µl des mitgelieferten RLT-Puffers (inkl. β-
Mercaptoethanol 1:100) zerkleinert werden (Ultra-Turrax-T8, IKA®-Werke). Danach wurde das Lysat 
zusammen mit 1,2ml DEPC-H2O und 20µl Proteinase K (Quiagen) 20min bei 55°C inkubiert und an-
schließend abzentrifugiert (8000g, 1min, eppendorf centrifuge5417 C). Mit dem Überstand wurde 
die weitere Isolation der RNA anhand des Protokolls des Kit-Herstellers durchgeführt. Die aufgerei-
nigte RNA wurde im Anschluss, wie zuvor in Abschnitt 3.8.1.1 dargelegt, in cDNA umgeschrieben. 
Mit der erhaltenen cDNA wurde schließlich eine Real-time (RT)-PCR zur quantitativen Analyse der zu 
untersuchenden RNA durchgeführt. Bei der RT-PCR mit EvaGreen® nutzt man die Tatsache, dass der 
Farbstoff an doppelsträngige DNA bindet und die so gemessene Fluoreszenz proportional zu den 
PCR-Produkten zunimmt (Mao et al., 2007). Die cDNA wurde dazu in Triplikaten in 384-well-Platten 
(BioRad) zusammen mit dem Mastermix inkubiert. 
 RT-PCR-Mastermix: (für 1 Probe) 
  SsoFastTM EvaGreen® Supermix  
  (BioRad)    6,0µl 
  5‘ Ende-Primer (reverse)  0,2µl siehe Abschnitt 2.8 für eine Auflis- 
  3‘ Ende-Primer (forward)  0,2µl tung der verwendeten Primer 
  H2O     3,6µl 
  cDNA     2,5µl 
Die PCR erfolgte in einem C1000TM Thermal Cycler CFX384TM Real-Time System (BioRad) unter Ver-
wendung des CFX Manager Programms (BioRad), welches durchgehend die Fluoreszenzintensität 
aufzeichnete. 





  Denaturierung 98°C   120min 
  Denaturierung  98°C   20min 
  Annealing:56°C    20min  39x 
  Elongation:40°C   40min 
  Elongation:65°C   300min 
Mit jedem Zyklus nimmt die Fluoreszenzintensität zu, bis sie am Ende ein zuvor festgelegtes Plateau 
erreicht. Die Software errechnet dann für jede einzelne Probe die Anzahl an Zyklen bis zum Erreichen 
dieses Plateaus (Ct-Wert, englisch: threshold cycle). Die Ct-Werte konnten nun mit Microsoft Excel 
und unter Zuhilfenahme der 2-ΔΔCt-Methode ausgewertet werden (Livak und Schmittgen, 2001), wo-
bei zunächst der Mittelwert und die Standardabweichung der Triplikate bestimmt wurde und sie 
anschließend gegen ein Haushaltsgen, d.h. ein Gen, welches unabhängig von äußeren Einflüssen 
reguliert wird (hier: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, GAPDH), normiert wurden. Das 
Enzym GAPDH ist an der Glykolyse beteiligt und eignet sich klassischerweise gut als Haushaltsgen-
kontrolle für Herzgewebe (Diez und Simm, 1998). Die Normierungsformel lautete folgendermaßen. 
∆A(BC) = A(DEFG) − A(HIℎFG) 
Der so erhaltene ΔCt-Wert jeder Probe musste nun noch einmal normiert werden, diesmal gegen 
den ΔCt-Wert der Kontrollgruppe (basal), wodurch man dann die n-fache Expression des Zielgens 
errechnen kann. 
∆∆A(BC) = ∆A(BC) − ∆A(BGB) 
G − Jℎ KLEBG (I L I BGBFI) = 2M∆∆NO 
Zur Kontrolle der ganzen RT-PCR wurde für jedes Primer-Paar eine Standardkurve erstellt. Die Spezi-
fität des Fluoreszenzsignals wurde mithilfe einer Schmelzkurve, aufgenommen von der Software, für 
jede Probe kontrolliert. 
3.8.2 [3H]-Thymidin-Einbau 
Um die Proliferation der verwendeten Krebszelllinien zu untersuchen wurde der [3H]-Thymidin-Ein-
bau bei ihnen durchgeführt. Wegen seiner sehr hohen DNA-Spezifität ermöglicht das Nukleosid Thy-
midin (v.a. in der Methylform) eine sehr selektive radioaktive Markierung der DNA bzw. des Zellkerns 
und das allein während der DNA-Synthese-Phase des Zellzyklus (S-Phase) (Rajewsky, 1966). Dieser 
Versuch bietet so die Möglichkeit, über das Messen der in die Zellen eingebrachten Radioaktivität 
(β-Strahlung des Tritiums) die Proliferationsrate der Zellen bestimmen zu können. Die Krebszellen 
wurden zu diesem Zweck in zuvor mit Poly-D-Lysin beschichtete 24-well-Zellkulturschalen ausgesät 
(15.000 Zellen/well), mit Adenoviren transduziert und mit verschiedenen Substanzen behandelt. Um 




den Einbau zu starten wurde Methyl-[3H]-Thymidin, verdünnt in dem jeweiligen Komplettmedium 
(1:2000, ergibt 0,5µCi/ml, insg. 400µl/well), auf die Zellen gegeben (4h, 37°C, 5%CO2). Im Anschluss 
wurden die Zellen 2x mit DPBS gewaschen, dann die Proteine mit 5%iger Trichloressigsäure (TCA) 
(1h, 4°C) präzipitiert und anschließend die Proben mit 0,5M NaOH aufgenommen (1h, 37°C). Die In-
halte der wells wurden in Zählerröhrchen überführt und mit 4,5ml Szintillationslösung (IRGA-SAFE 
PLUS, Perkin Elmer) gemischt. Zuletzt wurden die counts per minute (cpm) mithilfe eines β-Zählers 
(Beckman Coulter LS1801) bestimmt. 
3.8.3 MBP (Myelin-Basisches Protein)-Assay 
Das Myelin-Basische Protein ist ein effektives Substrat vieler Kinasen und dessen Phosphorylierung 
durch Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen kann als universelles Maß für die Aktivität der jeweils zu 
untersuchenden Kinasen betrachtet werden. Um in diesem Fall die Aktivität von ERK2 unter be-
stimmten Bedingungen zu untersuchen wurde Flag-ERK2, wie in Abschnitt 3.3.10 beschrieben, aus 
HEK293-Zelllysaten präzipitiert und anschließend in einem MBP-Phosphorylierungsansatz inkubiert 
(20min, 30°C, schüttelnd).  
 MBP-Phosphorylierungsansatz: (in 20/2-Puffer) 
  ATP     100µM 
  MgCl2     10mM 
  [γ-32P]-ATP    50µM 
  MBP     150µg/ml 
Daraufhin wurde der ganze Ansatz mit 4fach-Ladepuffer versetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel eingeschweißt und das radioaktiv markierte MBP auto-
radiographisch (PMITM Personal Molecular Imager, BioRad) detektiert.  
3.9 Statistik 
Die Quantifizierung von Western Blot Ergebnissen sowie die Auswertung des Verhältnisses der Fluo-
reszenzintensitäten zwischen Nukleus und Zytosol erfolgte unter Zuhilfenahme der Image J-Soft-
ware. Für alle anderen mikroskopischen Aufnahmen diente Adobe Photoshop, soweit dies nicht un-
ter dem jeweiligen Punkt anders beschrieben wurde. Zum Erstellen von Abbildungen wurden Adobe 
Photoshop und Adobe Illustrator verwendet. 
Alle Daten, es sei denn anders beschrieben, wurden mithilfe von GraphPad Prism® statistisch ausge-
wertet und als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (mean ± SEM) berechnet. Die statistische 
Signifikanz wurde durch einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA, ≥3 Gruppen) mit nachfol-
gendem Bonferroni-Test oder ungepaarten t-Test (2 Gruppen) ermittelt, beide parametrisch mit ei-
nem Konfidenzintervall von 95%. P<0,05 wurde im Weiteren mit „*“ gekennzeichnet. Die Ergebnisse 
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stammen stets von mindestens 3 unabhängigen Experimenten und wurden zur Vereinfachung teil-
weise auf eine definierte Kontrollbedingung normiert. Mikroskopische und echokardiographische 

















4.1 Die Rolle der ERK1/2-Dimerisierung bei der Phosphorylierung und Loka-
lisation von ERK 
ERK1/2 werden von ihren vorangeschalteten Kinasen MEK1/2 an den Positionen Threonin 183 und 
Tyrosin 185 (murines ERK2) im TEY-Motiv der Aktivierungslippe phosphoryliert und folglich aktiviert. 
Um die Auswirkungen einer Hemmung dieser ERK-Aktivierung auf die Autophosphorylierung an 
Threonin 188 und die ERK-vermittelten zellulären Funktionen zu untersuchen wurde der MEK-Inhi-
bitor PD98059 verwendet. PD98059 bindet selektiv an die inaktive Form von MEK1 und verhindert 
somit deren Aktivierung durch Raf (Alessi et al., 1995). Die Inhibition von MEK1 führt schließlich auch 
zu einer verminderten ERK-Phosphorylierung und daraus resultierend zu einer reduzierten ERK-Ak-
tivierung (Dudley et al., 1995). Die Untersuchungen wurden mit neonatalen Rattenkardiomyozyten 
(NRCMs) durchgeführt, da sich dieses Primärkultursystem sehr gut zur Analyse morphologischer und 
biochemischer Charakteristika des Herzens sowie der Signalweiterleitung im kardialen System eig-
net (Chlopcikova et al., 2001). Zur Induktion der Raf/MEK/ERK-Kaskade wurde Phenylephrin (PE) ver-
wendet, ein Agonist am Gq-gekoppelten α1-Rezeptor und potenter hypertropher Stimulus 
(Bogoyevitch et al., 1993). 
Wurden NRCMs nun mit PD98059 vorbehandelt bevor sie mit PE stimuliert wurden, sah man schon 
unter basalen Bedingungen (unstimuliert, -PE) eine signifikante Reduktion der ERK1/2-Aktivität, ge-
messen an der Phosphorylierung des TEY-Motivs (Abbildung 11A, B). Während die Kontrollzellen 
nach Stimulation mit PE eine deutliche ERK-Aktivierung (pERK(TEY)) aufwiesen, führte die Stimula-
tion der mit PD98059 behandelten Zellen nur zum Rückgewinn der basalen ERK-Aktivität (Abbildung 
11A, B). Bei der Untersuchung der Autophosphorylierung an Threonin 188 konnte der MEK-Inhibitor 
PD98059 basal nichts ausrichten, wohingegen er allerdings nach Stimulation zu einer signifikanten 
Reduktion der Thr188-Phosphorylierung führte (Abbildung 11A, C). Dies bestätigte, dass die 
ERKThr188-Phosphorylierung vor allem während hypertropher Bedingungen auftritt und basal keine 
Rolle spielt, da der MEK-Inhibitor hier keinen Einfluss zeigte. Ähnliche Ergebnisse berichteten ge-






Abbildung 11: Inhibition der Aktivierung und Autophosphorylierung von ERK1/2 durch PD98059. 
Neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCMs) wurden mit PD98059 (30µM) für 60min vorinkubiert und daraufhin mit Phe-
nylephrin (PE) (10min, 4µM) stimuliert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und ERK1/2, pERK1/2(TEY) und 
pERK1/2(T188) mittels Western Blot detektiert. Abbildung A zeigt jeweils repräsentative Immunoblots (ERK1/pERK1: 44kDa, 
ERK2/pERK2: 42kDa) und Abbildung B/C die quantitative Auswertung von pERK(TEY)/pERK(T188) (normiert gegen Kon un-
stimuliert). n≥3 unabhängige Experimente. Kon=Kontrolle (unbehandelte NRCMs), *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert, -PE), #, 
P<0,05 zu Kon (stimuliert, +PE), Mittelwert ±S.E.M. 
Um nun die Effekte von monomerem ERK auf die unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen von 
ERK1/2 zu untersuchen, wurde mit einer Mutante gearbeitet, welche in der Literatur schon als dime-
risierungsdefiziente Mutante von ERK beschrieben wurde: ERK2Δ174-177, kurz: ERK2-Δ4 (Khokhlatchev 
et al., 1998; Lorenz et al., 2009a; Wilsbacher et al., 2006). Es ist eine Deletionsmutante, der die Amino-
säuren 174-177 fehlen. An dieser Stelle befindet sich das Histidin (Position 176), welches mit der Glu-
taminsäure an Position 343 eine ionische Wechselwirkung im Dimer eingeht (Wilsbacher et al., 2006). 
Mit der ERK2-Δ4-Mutante ist diese Interaktion nicht mehr möglich. Wie zuvor beim MEK-Inhibitor 
PD98059 beobachtet, hatte die Überexpression von ERK2-Δ4 in NRCMs, verglichen mit Zellen, wel-
che mit wildtypischem ERK2 (ERK2-wt) transduziert wurden, ähnliche Auswirkungen auf die ERKThr188-
Phosphorylierung. Unstimuliert übte die Mutante keinen Effekt aus, nach Stimulation konnte sie je-
doch, wie zuvor auch PD98059, zu einer signifikant reduzierten ERKThr188-Phosphorylierung führen 
(Abbildung 12A, C). Gegensätzlich zu PD98059 hatte ERK2-Δ4 allerdings keinen Einfluss auf die Phos-
phorylierung des TEY-Motivs, weder basal noch nach Stimulation mit PE (Abbildung 12A, B). Diese 
ERK-Mutante hat demnach eine normale Enzymaktivität, wie auch schon zuvor berichtet 






Abbildung 12: Monomeres ERK (ERK2-Δ4) reduziert die ERKThr188-Phosphorylierung ohne dabei die normale ERK-
Aktivierung zu beeinflussen. 
NRCMs wurden mit ERK2-wt (Kontrolle) oder ERK2Δ174-177 (kurz: ERK2-Δ4) adenoviral transduziert, wobei beide Konstrukte 
einen Flag-tag enthielten. Die Zellen wurden dann mit PE (10min, 4µM) stimuliert, lysiert und daraufhin die unterschiedli-
chen Phosphorylierungsstadien von ERK mithilfe der angegebenen phosphospezifischen Antikörper im Western Blot un-
tersucht. Abbildung A: repräsentative Immunoblots (ERK1/pERK1: 44kDa, ERK2/pERK2: 42kDa), Abbildung B/C: quantitative 
Auswertung der pERK(TEY)- und pERK(T188)-Blots (normiert gegen ERK2-wt unstimuliert). n≥3 unabhängige Experimente. 
*, P<0,05 zu ERK2-wt (unstimuliert), #, P<0,05 zu ERK2-wt (stimuliert), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Wie bereits in vergangenen Versuchsreihen festgestellt wurde, ist ERK2-Δ4 zudem nicht mehr in der 
Lage Gβγ-Untereinheiten zu binden (Lorenz et al., 2009a). Da diese Interaktion nach der Dimerisie-
rung von ERK aber auch eine Voraussetzung für die ERKThr188-Phosphorylierung darstellt, sind die be-
schriebenen Ergebnisse eine weitere Bestätigung des postulierten Mechanismus zum Auftreten die-
ser Autophosphorylierung. 
Frühere Studien beschäftigten sich mit unterschiedlichen Mutationen von ERK2 an der Autophos-
phorylierungsposition T188. Die phosphorylierungsmimetische Mutante ERK2T188D wies, verglichen 
mit ERK2-wt, eine erhöhte Lokalisation im Zellkern nach Stimulation auf, wohingegen die phospho-
rylierungsdefizienten Mutanten ERK2T188A und ERK2T188S eine gegenüber ERK2-wt geringere Kern-
translokation hatten (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 2013). Es stellte sich daher die Frage, welche 
Ergebnisse in Bezug auf die Lokalisation mit der monomeren ERK2-Mutante zu erwarten waren, da 
die Dimerisierung eine Voraussetzung für das Auftreten der ERKThr188-Phosphorylierung darstellt. 
Diese Fragestellung wurde in COS7-Zellen untersucht. Ein Teil der Zellen wurden dazu mit ERK2-wt 
der andere mit ERK2-Δ4 transfiziert. Die verwendeten Konstrukte waren N-terminal an YFP gebun-





zu können, wurden diese mit DAPI angefärbt. In Abbildung 13A sind konfokale Aufnahmen dieser 
Zellen dargestellt. Die mit YFP-ERK2-wt transfizierten Zellen ließen eine klare nukleäre Akkumulation 
nach hypertropher Stimulation mit PE erkennen. Dies war bei den mit YFP-ERK2-Δ4 transfizierten 
Zellen nicht der Fall. Basal war zwischen den zwei Konstrukten kein Unterschied zu erkennen. Abbil-
dung 13B zeigt die quantitative Auswertung des Verhältnisses zwischen der Fluoreszenzintensität 
des Zellkerns und der des Zytosols. Auch die quantitative Auswertung der Bilder zeigt nach Stimula-
tion eine signifikant reduzierte Kerntranslokation von YFP-ERK2-Δ4 im Gegensatz zu YFP-ERK2-wt. 
 
Abbildung 13: ERK2-Δ4 weist eine reduzierte nukleäre Akkumulation nach Stimulation mit Phenylephrin auf. 
Lokalisationsversuche in COS7-Zellen. Die Zellen wurden dazu entweder mit YFP-ERK2-wt oder mit YFP-ERK2Δ174-177 (kurz: 
YFP-ERK2-Δ4) transient transfiziert, mit dem α1-Rezeptor kotransfiziert und mit PE stimuliert (10min, 4µM). Die Zellkerne 
wurden mit DAPI gefärbt. Gezeigt sind repräsentative konfokale Aufnahmen (Maßstab: 20µm) (A) und das Verhältnis der 
Fluoreszenzintensitäten von Zellkern zu Zytosol (B). n=4 unabhängige Experimente (15 Zellen pro Bedingung und Experi-
ment). *, P<0,05 zu ERK2-wt (unstimuliert), #, P<0,05 zu ERK2-wt (stimuliert), Mittelwert ±S.E.M. 
4.2 Die ERK1/2-Dimerisierung als Regulationsmechanismus verschiedener 
ERK-Signale in Kardiomyozyten 
4.2.1 Der Einfluss von monomerem ERK2 auf Hypertrophie und Zellüberleben 
von Kardiomyozyten 
Die ersten Ergebnisse verdeutlichen, dass sowohl der MEK-Inhibitor PD98059 als auch monomeres 
ERK2 die ERKThr188-Phosphorylierung reduzieren. Allerdings ging dies bei PD98059 einher mit einer 
verringerten ERK-Aktivierung (pERK(TEY)), wohingegen ERK2-Δ4 diese nicht beeinflusste (Abbildung 
11, Abbildung 12). Außerdem wies ERK2-Δ4 eine verringerte nukleäre Akkumulation als ERK2-wt auf 
(Abbildung 13). Die zellulären Auswirkungen dieser Aspekte wurden im Folgenden analysiert. 
Dafür wurden NRCMs wieder mit PD98059 behandelt. Anschließend wurden die Zellen im Hinblick 
auf die Beteiligung von ERK1/2 an der Entwicklung der PE-induzierten Hypertrophie und Wasser-






Abbildung 14: PD98059 inhibiert die PE-induzierte Zunahme der Querschnittsfläche von NRCMs und erhöht die 
Apoptoserate. 
Abbildung A zeigt repräsentative konfokale Aufnahmen von NRCMs, welche mit Alexa Fluor® 488 markiertem Phalloidin 
gefärbt wurden. Der Zellkern wurde mit DAPI visualisiert. Die Zellen wurden mit PD98059 vorinkubiert oder waren unbe-
handelt (Kontrolle, kurz: Kon). Anschließend wurden sie mit PE (24h, 4µM) stimuliert (Maßstab: 20µm). Graph B ist die quan-
titative Auswertung der Fläche. n=5 unabhängige Experimente (50 Zellen je Bedingung und Experiment). A.U.=arbitrary 
units. *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert), #, P<0,05 zu Kon (stimuliert), Mittelwert ±S.E.M. Für Abbildung C wurden NRCMs 
(±PD98059) mit Wasserstoffperoxid (H2O2) inkubiert (60min, 100µM) und die DNA-Fragmentierung durch Apoptose dann 
mithilfe der TUNEL-Methode gefärbt und quantifiziert. n=4 unabhängige Experimente (≥100 Zellen je Bedingung und Ex-
periment). *, P<0,05 zu Kon (mit H2O2 behandelt), Mittelwert ±S.E.M. 
Um das hypertrophe Wachstum der NRCMs zu analysieren, wurde ihre Querschnittsfläche betrach-
tet. Hypertrophiert eine Zelle, vergrößert sich dadurch auch ihre Querschnittsfläche. Die Zellen wur-
den zur Visualisierung des Zytoskeletts mit Alexa Fluor® 488 Phalloidin gefärbt. Abbildung 14A zeigt 
repräsentative Bilder solcher NRCMs. Sie veranschaulichen, wie die Kontrollzellen durch den hyper-
trophen Stimulus PE an Umfang zunahmen. Mit PD98059 behandelte Zellen hingegen zeigten keine 
nennenswerte hypertrophe Reaktion auf den Stimulus. Die quantitative Auswertung der Quer-
schnittsfläche dieser Zellen ist in Abbildung 14B dargestellt. Während unbehandelte Zellen (Kon) 
nach Stimulation signifikant hypertrophieren, bleibt dieser Effekt in mit PD98059 behandelten Zel-
len aus. Dass der MEK-Inhibitor hier so einen starken reduzierenden Effekt zeigte, verdeutlicht die 
wichtige Rolle der ERK-Aktivierung in der Vermittlung hypertropher Antworten. Ähnliche Ergebnisse 





Zur Untersuchung der Apoptose wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) als Stimulus verwendet. Es führt 
über die Entstehung von ROS zu oxidativem Stress und der Aktivierung von ERK1/2 (Aikawa et al., 
1997; Clerk et al., 2007; Zhang et al., 2001). Als Maß für die Apoptose wurde die charakteristische 
Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen quantifiziert (Kepp et al., 2011). Die 3‘-OH-Enden 
dieser DNA-Fragmente können mithilfe des Terminal dUTP Nick End Labelings, der TUNEL Methode, 
fluoreszenzmarkiert und somit zur Quantifizierung sichtbar gemacht werden (Gavrieli et al., 1992). 
Zellkulturen von NRCMs, welche mit PD98059 vorbehandelt wurden, wiesen nach Behandlung mit 
H2O2 signifikant mehr TUNEL-positive Zellkerne auf als zuvor unbehandelte Zellen (Abbildung 14C). 
Diese Tatsache verdeutlicht die wichtige kardioprotektive Rolle von ERK1/2 im Hinblick auf die anti-
apoptotischen Effekte dieser Kinasen. 
Da nun unter Verwendung des MEK-Inhibitors PD98059 bestätigt werden konnte, dass die Aktivie-
rung von ERK1/2 für die Entstehung PE-induzierter Hypertrophie und die Verringerung H2O2-vermit-
telter Apoptose entscheidend ist, sollten nun die Auswirkungen der Dimerisierung von ERK auf diese 
ERK-Signale untersucht werden. 
Verglichen mit ERK2-wt-transduzierten Zellen wiesen NRCMs, welche ERK2-Δ4 überexprimierten, 
kleinere Querschnittsflächen nach hypertropher Stimulation mit PE auf (Abbildung 15A). Die quan-
titative Auswertung dieser Aufnahmen verdeutlichte den signifikanten Unterschied in der hypertro-
phen Reaktion auf Phenylephrin zwischen wildtypischem ERK2 und der dimerisierungsdefizienten 
Mutante (Abbildung 15B).  
Betrachtet man die Apoptoserate in diesen Zellen, fällt auf, dass die monomere Mutante ERK2-Δ4 
keinen negativen Einfluss auf die Sterberate nahm (Abbildung 15C). Im Gegensatz zu den Versuchen 
mit PD98059 nahm die Apoptose hier nicht zu (Abbildung 14C), die anti-apoptotischen Eigenschaf-






Abbildung 15: Die Überexpression der dimerisierungsdefizienten ERK2-Δ4-Mutante führt zu einer signifikanten 
Reduktion der Kardiomyozyten-Querschnittsfläche 
Abbildung A: repräsentative konfokale Aufnahmen von NRCMs, gefärbt mit Alexa Fluor® 488 markiertem Phalloidin (Zell-
kern mit DAPI gegengefärbt). Die Zellen wurden entweder mit ERK2-wt (Kontrolle) oder ERK2Δ174-177 (kurz: ERK2-Δ4) trans-
duziert und anschließend mit PE (24h, 4µM) stimuliert (Maßstab: 20µm). Abbildung B: quantitative Auswertung der Quer-
schnittsfläche aus den konfokalen Aufnahmen. n≥5 unabhängige Experimente (50 Zellen je Bedingung und Experiment) 
(Die Färbung der NRCMs und die quantitative Auswertung zum Erlangen dieses Graphen wurden von Susanne Homann 
durchgeführt). A.U.=arbitrary units. *, P<0,05 zu ERK2-wt (unstimuliert), #, P<0,05 zu ERK2-wt (stimuliert), Mittelwert ±S.E.M. 
Abbildung C: NRCMs (±PD98059) wurden mit Wasserstoffperoxid (H2O2) inkubiert (60min, 100µM). Quantitative Analyse 
der apoptotischen Zellkerne mithilfe der TUNEL-Methode. n≥3 unabhängige Experimente (≥100 Zellen je Bedingung und 
Experiment). *, P<0,05 zu ERK2-wt (mit H2O2 behandelt), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
4.2.2 Monomeres ERK steuert die Aktivierung nukleärer und zytosolischer 
ERK1/2-Zielproteine auf unterschiedliche Weise 
Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gezielte Beeinflussung der ERK-Dimerisierung 
die Möglichkeit bietet, nur bestimmte ERK-Funktionen zu regulieren. Einerseits hemmt monomeres 
ERK (ERK2-Δ4) die Entwicklung der Hypertrophie von NRCMs, ein nukleär vermitteltes ERK1/2-Signal. 
Andererseits hat ERK2-Δ4 im Gegensatz zu PD98059 keinen negativen Einfluss auf die Apoptoserate 
in Kardiomyozyten, welches ein primär zytosolisches ERK-Signal darstellt. Wie ließen sich diese Be-
obachtungen auf subzellulärer Ebene erklären? Zur Untersuchung des zugrunde liegenden Mecha-
nismus wurden nun die Auswirkung von monomerem ERK2 auf die Phosphorylierung bekannter 





Als zytosolisches Zielprotein wurde Bim gewählt. Es gehört zur Bcl-2-Familie, deren Mitglieder wich-
tige Regulatoren des Apoptosesignalwegs sind. Bim wirkt pro-apoptotisch, indem es mit anti-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie interagiert und so deren Signale antagonisiert. Der 
hydrophobe C-Terminus von Bim führt darüber hinaus zu dessen Lokalisation an intrazytoplasmati-
sche Membranen (O'Connor et al., 1998). Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade führt zur ERK-ver-
mittelten Phosphorylierung von Bim an Serin 69, was dessen Degradation über den Proteasomsig-
nalweg zur Folge hat und so dessen pro-apoptotischen Eigenschaften entgegenwirkt (Ley et al., 
2003; Luciano et al., 2003). 
Repräsentativ als nukleäres Zielprotein wurde der Transkriptionsfaktor E twenty six-like 1 transcription 
factor (Elk-1) untersucht. Elk-1 ist ein Protein der ternary complex factor (TCF)-Familie, einer Subklasse 
der E-twenty-six (ETS)-Domäne Transkriptionsfaktoren. Die ERK-vermittelte Phosphorylierung von 
Elk-1 an Serin 383 und Serin 389 verursacht nicht nur die Translokation von Elk-1 in den Zellkern, 
sondern auch Konformationsänderungen am Protein, welche dessen erhöhte Bindung an DNA und 
Steigerung der transkriptionellen Aktivität mit sich führen (Lavaur et al., 2007; Yang et al., 1999). Die 
mit PE induzierte Hypertrophie von Kardiomyozyten ist assoziiert mit einer veränderten Genexpres-
sion die unter anderem auf einer gesteigerten transkriptionellen Aktivität von Elk-1 beruht. Diese, 
von Elk-1 abhängige, Steigerung der Transkription kann mithilfe von MEK-Inhibitoren aufgehoben 
werden (Babu et al., 2000). Somit ist Elk-1 ein entscheidender Faktor in der Weiterleitung ERK-abhän-






Abbildung 16: ERK2-Δ4 weist eine reduzierte Aktivierung nukleärer, jedoch nicht zytosolischer Effektor-Proteine 
auf 
NRCMs wurden entweder mit ERK2-wt oder mit ERK2Δ174-177 (kurz: ERK2-Δ4) transduziert und anschließend mit PE (10min, 
4µM) stimuliert. Die Zellen wurden danach lysiert und die Phosphorylierung von Bim an Ser69 bzw. Elk-1 an Ser383 mittels 
Western Blot nachgewiesen und quantifiziert. Abbildung A: repräsentative Immunoblots für pBim (26kDa) und pElk-1 
(45kDa). Als Ladekontrolle diente Gβ (36kDa). Abbildung B/C: quantitative Auswertung der pBim/pElk-1-Immunoblots, nor-
miert gegen ERK2-wt (unstimuliert). n≥3 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu ERK2-wt (unstimuliert/-PE), #, P<0,05 zu 
ERK2-wt (stimuliert/+PE), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Western Blot-Untersuchungen bestätigten die Ergebnisse der TUNEL- und Hypertrophie-Versuche 
aus den vorausgegangenen Versuchsreihen. ERK2-Δ4 besaß eine mit ERK2-wt vergleichbare Aktivi-
tät im Hinblick auf die Phosphorylierung von Bim an S69 (Abbildung 16A, B). Jedoch lag Elk-1 in mit 
ERK2-Δ4 transduzierten Zellen nach Stimulation mit PE deutlich weniger phosphoryliert vor (Abbil-
dung 16A, C). 
Die Versuche zeigen, dass ERK2-Δ4 nur einen Einfluss auf nukleäre Zielproteine hat und daher ERK-
vermittelte Signale im Vergleich zu wildtypischem ERK2 differentiell beeinflussen kann. Dies bietet 
eine Erklärung für das reduzierte Wachstum von Kardiomyozyten nach hypertropher Stimulation, 





4.3 Monomeres ERK2 verringert ERK-vermittelte pathologische kardiale Hy-
pertrophie ohne schädliche Auswirkungen zu haben 
Zur Untersuchung der Folgen einer kardialen Überexpression von monomerem ERK wurden FVB/N-
Mäuse mit einer herzspezifischen Expression von ERK2-Δ4 mit wildtypischen FVB/N-Tieren (Wt) ver-
glichen. Die kardiale Überexpression erfolgte unter der Kontrolle des α-MHC-Promotors (Molkentin 
et al., 1996). 
 
Abbildung 17: Expressionskontrolle von ERK1/2 in wildtypischen und transgenen Mäusen 
Repräsentative Western Blot-Analyse von Herzlysaten wildtypischer (Wt) und transgener Mäuse mit herzspezifischer Über-
expression von ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4). Detektiert wurden endogene Level von ERK1/2 und überexprimierte Level von 
ERK2-∆4 (ERK1: 44kDa, ERK2: 42kDa). n≥3 Tiere. 
In Abbildung 17 ist ein repräsentativer Immunoblot von Herzlysaten ERK2-Δ4 transgener und wild-
typischer Mäuse dargestellt. Verglichen wurden die endogenen ERK1/2-Expressionslevel von nicht-
transgenen Mäusen mit der Überexpression der transgenen ERK2-Δ4-Mäuse. Während der Western 
Blot zeigt, dass die ERK1-Level zwischen den beiden Gruppen vergleichbar waren, kann für ERK2 eine 
klare Überexpression bei den transgenen Tieren ausgemacht werden. 
Anschließend wurden die Mäuse der beiden Gruppen im Alter von acht Wochen miteinander vergli-
chen und daraufhin zum Teil jeweils einer transversen Aortenkonstriktion (TAC) unterzogen. Die TAC 
ist eine etablierte operative Methode zur Induktion pathologischer linksventrikulärer Hypertrophie 
und Apoptose von Kardiomyozyten. Dabei wird der Aortenbogen ligiert, wodurch es zu einem in-
trakardialen Druckanstieg kommt. Dieses Modell bietet somit eine sehr gute Möglichkeit, die Bedin-
gungen einer Herzinsuffizienz nachzubilden, wie man sie beim Menschen beispielsweise aufgrund 
einer Hypertonie oder Aortenklappenstenose vorfindet (Breckenridge, 2010). 
Die beiden Mausgruppen wurden einer sechswöchigen Ligation der Aorta unterzogen, gekenn-
zeichnet mit TAC, und mit acht Wochen alten Tieren verglichen, welche mit „Kon“ gekennzeichnet 
sind. 
Wie zuvor in vitro bei den NRCMs sollte nun auch in vivo die Querschnittsfläche der Kardiomyozyten 
bestimmt werden, um den Grad des hypertrophen Wachstums zu untersuchen. Zu diesem Zweck 
wurden Gewebeschnitte von isolierten Mausherzen mit der HE-Methode gefärbt und daraufhin die 






Abbildung 18: Die herzspezifische Überexpression von ERK2-∆4 führt zu einer signifikanten Reduktion der 
Querschnittfläche von Kardiomyozyten nach TAC 
Wildtyp (Wt)- bzw. ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgene Tiere wurden im Alter von acht Wochen miteinander verglichen 
(Kontrolle, kurz: Kon) oder einer sechswöchigen TAC unterzogen und im Anschluss ihre Herzen entnommen. Die Gewebe-
schnitte dieser Herzen wurden HE-gefärbt und mikroskopisch analysiert. Abbildung A: repräsentative Ausschnitte der his-
tologischen Sektionen (Maßstab: 50µm). Abbildung B: morphometrische Analyse der Querschnittsfläche von Kardiomy-
ozyten anhand der mikroskopischen Aufnahmen. n≥8 Tiere (≥120 Zellen pro Gewebeschnitt). *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, 
P<0,05 zu Wt (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
In Abbildung 18A sind repräsentative Ausschnitte von Aufnahmen solcher HE-gefärbter Schnitte 
dargestellt. Es ist klar zu erkennen, dass die Ligation des Aortenbogens in Wildtyp-Mäusen zu einer 
Hypertrophie der Kardiomyozyten führte. Dahingegen vergrößerten sich die Kardiomyozyten von 
ERK2-Δ4 transgenen Mäusen in deutlich geringerem Maße. Wie aus der morphologischen Auswer-
tung der Querschnittsfläche von Kardiomyozyten in Abbildung 18B entnommen werden kann, war 
das hypertrophe Wachstum nach sechswöchiger Aortenligatur in den Herzen ERK2-Δ4 transgener 
Tiere signifikant geringer. 
Eine nichtinvasive, schonende Methode zur Diagnostik von Schäden am Herzen ist die transthora-
kale Echokardiographie. Sie liefert innerhalb kürzester Zeit wichtige Parameter für die Beurteilung 
der Morphologie und Funktion des Herzens. Dabei kann die globale diastolische Funktion des linken 
Ventrikels über die enddiastolischen septalen und posterioren Wanddicken bestimmt werden. Zur 
Ermittlung der globalen systolischen Funktion wurde die Verkürzungsfraktion (FS, Fractional shorte-
ning – Berechnung siehe Abschnitt 3.7.5) betrachtet (Flachskampf, 2012). 
Wie Tabelle 2 zu entnehmen ist, nahmen sowohl die linksventrikuläre Hinterwanddicke (LVHW) als 
auch die intraventrikuläre Septumdicke (IVS) nach TAC in Wildtyp-Mäusen zu. Im Vergleich zu den 
wildtypischen Mäusen war der Anstieg der Wanddicken in den ERK2-Δ4 transgenen Mäusen signifi-
kant geringer, was die histologischen Untersuchungen bestätigte. 
Die Verkürzungsfraktion kann als Maß für die Kontraktilität des Herzens betrachtet werden. Zwi-





expression von ERK2-Δ4 die Herzfunktion nicht beeinträchtigt (Tabelle 2). Die Betrachtung der Herz-
frequenz liefert Erkenntnisse über Veränderungen der Herzfunktion aufgrund hämodynamischer Be-
lastungen. Auch hier nimmt die Überexpression von ERK2-Δ4 keinen Einfluss. 
 
Tabelle 2: Echokardiographische Auswertung von FVB/N-Mäusen vor und nach TAC 










































Echokardiographische Untersuchung wildtypischer (Wt) bzw. ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgener Tiere bei acht Wochen 
alten Kontrolltieren (Kon) oder nach sechswöchiger TAC. LVHW: linksventrikuläre Hinterwand, IVS: intraventrikuläre Sep-
tumdicke, LVID: linksventrikulärer Innendurchmesser. Alle echokardiographischen Auswertungen wurden von Prof. Dr. 
Kristina Lorenz durchgeführt. n≥8 Tiere, *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Um den Grad des pathologischen kardialen Remodelings nach TAC weiter zu untersuchen, wurde im 
Anschluss das Ausmaß der kardialen Fibrose in den Mausherzen analysiert. Hierfür wurden wieder 
histologische Methoden verwendet. Paraffinschnitte der entnommenen Myokardproben wurden 
mit Siriusrot gefärbt, um Kollagen zu visualisieren, welches von Myofibroblasten zur Kompensation 
der ansteigenden Muskelmasse sezerniert wurde. Eine übermäßige Einlagerung von Kollagen resul-
tiert jedoch in einer Versteifung des Ventrikels und schließlich Verschlechterung der kardialen Kon-
traktilität (Burchfield et al., 2013). 
Während bei der Siriusrot-Färbung das Myokard (Muskelgewebe) gelb angefärbt wird, erscheint Bin-
degewebe (Kollagen) rot. Repräsentative Ausschnitte solcher angefärbter Gewebesektionen sind in 
Abbildung 19 zu erkennen. Die Herzschnitte ERK2-Δ4 transgener Mäuse waren nach Aortenligation 
deutlich geringer rot angefärbt als bei den Wildtyp-Kontrolltieren (Abbildung 19). Eine quantitative 
Auswertung dieser Rotfärbungen ergab, dass der Unterschied zwischen den beiden Gruppen signi-






Abbildung 19: Die Überexpression von ERK2-Δ4 reduziert interstitielle Fibrose nach TAC 
Wildtyp-FVB/N-Mäuse (Wt) bzw. ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgene Tiere wurden im Alter von acht Wochen miteinander 
verglichen (Kontrolle, kurz: Kon) oder einer sechswöchigen TAC unterzogen und im Anschluss ihre Herzen entnommen. 
Die Gewebeschnitte dieser Herzen wurden Siriusrot-gefärbt und mikroskopisch analysiert. Abbildung A: repräsentative 
Ausschnitte der histologischen Sektionen (Maßstab: 200µm). Abbildung B: Quantifizierung der interstitiellen Fibrose an-
hand der mikroskopischen Aufnahmen. A.U.=arbitrary units. n≥7 Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt (TAC), Mittel-
wert ±S.E.M. 
Es sollte im Anschluss weiter bestätigt werden, dass eine deutlich geringere Fibrosierung des Gewe-
bes in ERK2-Δ4 transgenen Mäusen stattfand. Dazu wurden die mRNA-Expressionslevel von Colla-
gen Typ III, α 1 (kodierendes Gen: Col3a1), einer Hauptkomponente der extrazellulären Matrix, be-
stimmt. Die mRNA Expressionslevel von Collagen Typ III, α 1 stiegen in Wildtyp-Mäusen nach TAC 
deutlich an (Abbildung 20). Demgegenüber war die Expressionsrate in ERK2-Δ4 transgenen Tieren 
nach TAC signifikant geringer. Diese Ergebnisse korrelierten mit den histologischen Auswertungen 
SR-gefärbter Herzschnitte. 
 
Abbildung 20: Die Level an Collagen III sind in ERK2-Δ4 transgenen Mäusen nach TAC deutlich verringert 
Die Collagen III, α 1 mRNA-Expressionslevel von Herzlysaten wildtypischer (Wt) oder ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgener 
FVB/N-Mäuse vor (Kontrolle, kurz: Kon) und nach TAC wurden durch RT-PCR bestimmt. n≥6 Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, 
P<0,05 zu Wt (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Im Rahmen des Remodeling-Prozesses im Herzen sollte auch der myokardiale Zelltod untersucht 
werden. Eine pathologische Mehrbelastung löst Apoptose und Nekrose in Kardiomyozyten aus. Der 
Verlust von Kardiomyozyten führt zu einer exzessiveren Einlagerung von Kollagen und verschlech-





Zur Analyse der Apoptoserate in den entnommenen Herzen wurde die Aktivität der Caspasen 3/7 in 
den Gewebelysaten gemessen, da sie zentrale Rollen im Weiterleiten apoptotischer Signale inne ha-
ben. Wie in Abbildung 21 zu erkennen ist, brachte die durch TAC hervorgerufene pathologische Hy-
pertrophie einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate mit sich. Die Überexpression der monome-
ren ERK-Mutante hatte weder vor noch nach der Ligation des Aortenbogens negativen Einfluss auf 
das Zellüberleben. 
 
Abbildung 21: Die Überexpression von monomerem ERK2 hat keinen negativen Einfluss auf die Apoptoserate im 
Herzen 
Die Aktivität der Caspasen 3/7 wurde von Herzlysaten wildtypischer (Wt) oder ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgener Mäuse 
ohne (Kontrolle, kurz: Kon) und nach TAC bestimmt. n≥5 Tiere. Dieser Versuch wurde von Dr. Catharina Ruppert durchge-
führt. *, P<0,05 zu Wt (Kon), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Patholgische kardiale Hypertrophie und Herzinsuffizienz sind assoziiert mit der Induktion des fetalen 
Genprogramms. Darunter zählt u.a. auch das Nppb-Gen, welches für BNP kodiert. BNP ist ein Mitglied 
der Familie natriuretischer Peptide und wird hauptsächlich in kardialen Ventrikeln synthetisiert und 
sezerniert (Nakagawa et al., 1995). Da die BNP-Konzentration während idiopathischer Kardiomyopa-
thie, kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz stark ansteigt, wird sie in der Klinik gerne als diag-
nostischer Marker oder zur Verlaufskontrolle der jeweiligen Krankheit herangezogen (Dorn et al., 
2003; Nakagawa et al., 1995). Die Quantifizierung dieses Biomarkers durch RT-PCR in den Herzproben 
der unterschiedlichen Mausgruppen kann somit Aufschluss darüber geben, ob die Mäuse durch TAC 
eine pathologische Hypertrophie entwickelt haben. Tatsächlich stiegen die Expressionslevel von 
BNP in Wildtyp-Mäusen nach TAC stark an (Abbildung 22). Im Vergleich dazu war der Anstieg der 
BNP mRNA-Level von ERK2-Δ4 transgenen Mäusen signifikant schwächer. 
Dieses Ergebnis bestätigt, dass die kardiale Überexpression von monomerem ERK2 das Krankheits-






Abbildung 22: Die Überexpression von ERK2-Δ4 führt zu einem geringeren Anstieg der BNP-Level 
Die BNP mRNA-Expressionslevel von Herzen wildtypischer (Wt) oder ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgener FVB/N-Mäuse 
vor (Kontrolle, kurz: Kon) und nach TAC wurden durch RT-PCR bestimmt. n≥6 Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt 
(TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
4.4 Monomeres ERK hat keinen Einfluss auf physiologische Hypertrophie 
Die Hypertrophie des Myokardiums entwickelt sich nicht nur aufgrund pathologischer Bedingun-
gen, wie Hypertonie oder Myokardinfarkt. Sie kann auch als adaptiver physiologischer Mechanismus 
auftreten, was sich grundlegend von pathologischer kardialer Hypertrophie unterscheidet, da das 
Herz hier keinen krankhaften Zustand entwickelt, sondern sogar noch davon profitiert (Maillet et al., 
2013). Die physiologische Hypertrophie treibt das normale postnatale Herzwachstum, das Wachs-
tums des mütterlichen Herzens während der Schwangerschaft sowie das Wachstums des Herzens 
eines gut konditionierten Athleten an. Dabei bleibt die Herzfunktion erhalten oder verbessert sich 
im Falle des Sportlerherzens sogar. Außerdem ist der Prozess nach Abklingen des Stimulus, wie 
Schwangerschaft oder Sport, reversibel (Bernardo et al., 2010). 
Da physiologische Hypertrophie also von außerordentlicher Bedeutung für den Organismus ist, 
sollte eine therapeutische Intervention, mit der die pathologische kardiale Hypertrophie verringert 
wird, keinen Einfluss auf physiologisches Herzwachstum nehmen. Um die Auswirkungen von mono-
meren ERK2 auf diese Form des Wachstums zu untersuchen, wurden wildtypische FVB/N-Mäuse und 
ERK2-Δ4-FVB/N-Mäuse im Hinblick auf die postnatale Entwicklung ihrer Herzen untersucht. Dazu 
wurden diese zwei Mausgruppen im Alter von neun Monaten miteinander verglichen. 
So führte die kardiale Überexpression von ERK2-Δ4 weder bei der Auswertung des Verhältnisses von 
Herzgewicht zu Tibialänge (Abbildung 23A), noch bei der Betrachtung von HE-gefärbten histologi-
schen Schnitten für die Analyse der Querschnittsfläche von Kardiomyozyten (Abbildung 23B) zu ei-
ner Beeinflussung der jeweiligen Parameter. Diese Beobachtungen konnten mithilfe echokardiogra-
phischer Untersuchungen der Mäuse bestätigt werden. Verglichen mit Wildtyp-Mäusen war bei 
ERK2-Δ4 transgenen Tieren sowohl bei der linksventrikulären Hinterwanddicke als auch bei der in-
traventrikulären Septumdicke kein Unterschied auszumachen (Tabelle 3). Gegensätzlich zu den pa-
thologischen Zuständen die durch eine TAC bei Mäusen ausgelöst wurden entwickelten die Tiere 
durch normale postnatale Hypertrophie keine ernstzunehmende interstitielle Fibrose (Abbildung 





Mausgruppen bezüglich der Expression von Collagen Typ III, α 1 keinen Unterschied gab (Abbildung 
23D). Außerdem wiesen die BNP-Expressionslevel sowie die echokardiographische Auswertung der 
Verkürzungsfraktion und Herzfrequenz darauf hin, dass im Rahmen der physiologischen Hypertro-
phie in beiden Gruppen die Herzfunktion erhalten blieb und die kardiale Überexpression von ERK2-
Δ4 nicht zu einem Anstieg des Herzinsuffizienzmarkers BNP führte (Abbildung 23E, Tabelle 3). 
 
Abbildung 23: Der Einfluss einer ERK2-Δ4-Überexpression auf physiologisches Herzwachstum 
Wildtyp-FVB/N-Mäuse (Wt) und ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgene Tiere wurden bis zu einem Alter von neun Monaten 
gezüchtet. Anschließend wurden ihre Herzen entnommen. Abbildung A: Herzgewicht/Tibialänge. Abbildung B: repräsen-
tative Aufnahmen HE-gefärbter histologischer Schnitte (Maßstab: 50µm). Abbildung C: repräsentative Aufnahmen SR-ge-
färbter histologischer Schnitte (Maßstab: 200µm). Abbildung D: Expressionslevel der mRNA von Collagen III, α 1 bestimmt 
durch RT-PCR. Abbildung E: mRNA-Expressionslevel von Die BNP bestimmt mithilfe von RT-PCR. Für alle Versuche hier gilt: 





Tabelle 3: Echokardiographische Charakterisierung von Mäusen im Alter von neun Monaten 
Parameter Wt 9 Monate ERK2-Δ4 9 Monate 
  
 




















Echokardiographische Analyse von Wildtyp (Wt)- oder ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4) transgenen Tieren im Alter von neun 
Monaten. LVHW: linksventrikuläre Hinterwand, IVS: intraventrikuläre Septumdicke, LVID: linksventrikulärer Innendurch-
messer. Alle echokardiographischen Auswertungen wurden von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgeführt. n=9 Tiere, Mittel-
wert ±S.E.M. 
Darüber hinaus soll darauf hingewiesen werden, dass das Überleben der Mäuse, die ERK2-Δ4 kardial 
überexprimierten nicht unterscheidbar zu dem von wildtypischen Kontrolltieren war (Abbildung 
24). 
 
Abbildung 24: Überlebenskurve von Wt- und ERK2-4-transgenen Mäusen 
Kaplan-Meier-Kurven von weiblichen wildtypischen Kontrolltieren (Wt) und weiblichen Mäusen mit kardialer Überexpres-
sion von ERK2∆174-177 (kurz: ERK2-∆4). n≥13. 
Zusammenfassend belegen die bisherigen Ergebnisse, dass ERK2-Δ4 effektiv die Entwicklung patho-
logischer Hypertrophie, verbunden mit kardialem Remodeling, verhindern kann, ohne dabei schäd-
liche Auswirkungen auf das Zellüberleben oder die Herzfunktion zu haben. Dies geschieht so spezi-
fisch, dass physiologische Hypertrophie durch monomeres ERK nicht beeinflusst wird. Somit stellt 
die ERK-Dimerisierung tatsächlich eine potentielle Zielstruktur dar, mit der es möglich scheint, spe-
zifisch das pathologische Herzwachstum zu unterbinden. 
4.5 Charakterisierung eines Peptids zur Inhibition ERK-Dimerisierung 
Soweit wurde in den bisherigen Versuchsansätzen eine katalytisch aktive Mutante überexprimiert, 





darüber hinaus in Mausherzen gut vertragen wurde. Da die Inhibition der ERK-Dimerisierung also 
eine vielversprechende Strategie zur Verhinderung der ERKThr188-Phosphorylierung und damit ver-
bunden pathologischer kardialer Hypertrophie zu sein scheint, wurde mit dem C-terminalen Ab-
schnitt von ERK2 weitergearbeitet. Dieser beinhaltet viele Aminosäuren des putativen ERK2-Dimer-
Interfaces und sollte dazu dienen, die ERK-Dimerisierung endogen zu inhibieren (Wilsbacher et al., 
2006). Das verwendete Konstrukt wird im Folgenden als „Peptid“ bezeichnet und war N-terminal 
noch mit einer myc-Affinitätssequenz versehen (Abbildung 25). 
 
Abbildung 25: Aminosäuresequenz des Peptids aus dem C-Terminus von ERK2 zur Inhibition der ERK-Dimerisie-
rung 
Aminosäurensequenz des ERK2 C-Terminus, genannt Peptid. Es beinhaltet die Aminosäurenabfolge 309 bis 357 von muri-
nem ERK2 und ist N-terminal mit einem myc-tag versehen. 
Im Peptid sollten die Aminosäuren enthalten sein, welche den Leucin-Zipper im ERK2-Dimer bilden. 
Daher wurden die Aminosäuren Lys338 bis Glu353 mit eingeschlossen, welche die α-Helix αL16 im 
ERK2-Molekül formen (Khokhlatchev et al., 1998; Zhang et al., 1994). 
Um die tatsächlichen Auswirkungen des Peptids auf die Dimerisierung von ERK zu untersuchen wur-
den Proximity Ligation Assays in COS7-Zellen durchgeführt. Diese Nachweismethode erkennt sehr 
selektiv und sensitiv Proteininteraktionen auf dem Level von Einzelmolekülen und amplifiziert das 
Signal 500-fach, so dass eine Interaktion mikroskopisch als ein fluoreszierender Punkt wahrgenom-
men werden kann. Da für die Reaktion die Bindung von zwei primären Antikörpern benötigt wird, 
liegt bei dieser Methode eine sehr hohe Spezifität vor. 
Bevor diese Versuche durchgeführt wurden, sollte zuerst die Anwesenheit des Peptids in den Zellen 
kontrolliert werden. Da sich herausstellte, dass die Expression des Myc-Peptids (ca. 7kDa) anhand 
gängiger Western Blot-Analysen nicht nachzuweisen war, wurden andere Methoden verwendet, um 
die Anwesenheit des Peptids zu detektieren. Abbildung 26A zeigt einen repräsentativen Dot Blot 






Abbildung 26: Das Peptid verhindert die Dimerisierung von ERK2 
Abbildung A: repräsentativer Dot Blot mit Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) in COS7-Zellen. Die Zellen wurden dazu entweder 
mit pcDNA3 (Kontrolle, kurz: Kon) oder Peptid transient transfiziert und anschließend ein Dot Blot mit ihren Lysaten durch-
geführt. n≥3. Abbildung B: Cos7-Zellen wurden mit HA-ERK2, Flag-ERK2 und dem α1-Rezeptor transient transfiziert und 
entweder mit dem pcDNA3-Kontrollvektor (Kon) oder mit dem Peptid kotransfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit 
PE stimuliert (10min, 4µM) und die Duolink®-Färbung durchgeführt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. Gezeigt sind 
repräsentative konfokale Aufnahmen (Maßstab: 20µm). Diese Versuche wurden von Sofia Kramer mit Hilfestellung von 
Angela Tomasovic durchgeführt. n≥3 unabhängige Experimente (≥10 Zellen pro Bedingung und Experiment). 
In Abbildung 26B sind repräsentative Aufnahmen der Proximity Ligation Assays dargestellt. Auf ihnen 
ist anhand der deutlichen Interaktion von Flag-ERK2 mit HA-ERK2 die Dimerisierung von ERK2 nach 
PE-Stimulation zu erkennen. In Anwesenheit des Peptids konnte nach Stimulation der COS7-Zellen 
mit PE allerdings kein Signal des Dimers ausgemacht werden. Unter basalen Bedingungen war we-
der in den Kontrollzellen, noch in den Zellen, welche mit dem Peptid transfiziert wurden eine Dime-
risierung zu sehen. Dies bestätigt, dass ERK phosphoryliert vorliegen muss um dimerisieren zu kön-
nen (Khokhlatchev et al., 1998). 
Um herauszufinden, auf welchem Weg die Hemmung der Dimerisierung von ERK2 durch das Peptid 
stattfindet, wurden Crosslinking-Experimente in HEK293-Zellen durchgeführt. Diese dienten dazu, 
einen potentiellen direkten Effekt des Peptids auf ERK2 auszumachen. 
Zunächst sollten dafür Expressionskontrollen in HEK293-Zellen die Anwesenheit des Peptids nach 
dessen Transfektion bestätigen. Die Aufreinigung von mRNA aus diesen Zellen und die daraus fol-
gende cDNA-Synthese ermöglichten den Beleg mithilfe von PCR-Untersuchungen, dass das Peptid-
Konstrukt in das Genom eingebaut wurde (Abbildung 27A). Abbildung 27B zeigt einen repräsenta-






Nachdem die Existenz des Peptids nach Transfektion in HEK293-Zellen bestätigt wurde, konnte das 
Crosslinking durchgeführt werden. Diese Methode dient dem Nachweis von Proteininteraktionen, 
indem ein Vernetzungsmittel (engl. crosslinker) zum Zelllysat hinzugegeben wird, wodurch zwischen 
interagierenden Proteinen die Entstehung kovalenter Bindungen begünstigt wird. War das Peptid 
mit Flag-ERK2 kotransfiziert, wurde nach Stimulation mit Carbachol (CCH) ein Anstieg des Moleku-
largewichts bei ERK2 festgestellt (Abbildung 27C). Dies war in Zelllysaten, welche mit leerem Kon-
trollvektor transfiziert waren, nicht der Fall, was darauf hindeutet, dass das Peptid mit ERK2 nach 
Stimulation interagiert. 
 
Abbildung 27: Detektion der Interaktion zwischen Flag-ERK2 und dem Peptid 
Abbildung A: repräsentative Aufnahme einer PCR-Analyse von cDNA aus HEK293-Zellen. Die Zellen wurden mit pcDNA3 
(Kontrolle, kurz: Kon), Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) oder Flag-ERK2 transient transfiziert und anschließend die mRNA aus 
ihnen extrahiert. Die mRNA wurde dann in cDNA umgeschrieben und damit eine PCR mit Primern, welche das Myc-Peptid 
erkennen, angesetzt. neg.=Negativkontrolle. n≥3. Abbildung B: repräsentativer Dot Blot mit dem Myc-Peptid in HEK293-
Zellen. Die Zellen wurden dazu entweder mit pcDNA3 (Kon) oder Peptid transient transfiziert und anschließend ein Dot 
Blot mit ihren Lysaten durchgeführt. n≥3. Abbildung C: HEK293-Zellen wurden transient mit Flag-ERK2 und zusätzlich ent-
weder pcDNA3 (Kon) oder Peptid transfiziert. Nach Carbachol-Stimulation (CCH, 300µM, 10min) wurden die Zellen mit PFA 
fixiert (10min). Daraufhin wurden sie in RIPA-Puffer lysiert, mit 4fach Ladepuffer versetzt und Western Blots mit ERK2- und 
Flag-Antikörpern gemacht (ERK2: 42kDa, Flag-ERK2: 43kDa). Die Cross linking-Experimente wurden von Susanne Homann 
ausgeführt. n≥3. 
Da das Peptid sehr effektiv die Dimerisierung von ERK durch eine direkte Interaktion mit ERK unter-
binden kann, war nun von Interesse was das für die zur ERK-Aktivierung nötigen Phosphorylierun-
gen im TEY-Motiv und die ERKThr188-Phosphorylierung bedeutet. 
Die Aktivität von ERK wurde mithilfe eines Kinaseassays mit MBP als Substrat evaluiert. MBP ist ein 





Rückschlüsse auf die Kinaseaktivität von ERK geben. In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass die Phos-
phorylierung von MBP nach vorheriger Stimulation von ERK mit CCH zunimmt. In Anwesenheit des 
Peptids nimmt die MBP-Phosphorylierung um das gleiche Maß zu. Dies lässt den Schluss zu, dass das 
Peptid die Aktivierung bzw. Aktivität von ERK nicht beeinflusst. 
 
Abbildung 28: Das Peptid beeinflusst nicht die normale Kinaseaktivität von ERK 
HEK293-Zellen wurden transient mit Flag-ERK2 und zusätzlich entweder pcDNA3 (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-
357 (kurz: Peptid) transfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit CCH stimuliert (300µM, 10min) und lysiert und das hin-
eintransfizierte Flag-ERK2 immunopräzipitiert. Das präzipitierte Flag-ERK2 wurde in einem radioaktiven MBP-Phosphory-
lierungsansatz inkubiert und der gesamte Ansatz dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographisch ([32P]MBP: 
21kDa) entwickelt. Normiert gegen Kon unstimuliert. n=5 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert), n.s., 
nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Western Blots von Flag-ERK2-Immunopräzipitationen aus HEK293-Zellen bestätigten das Ergebnis 
des Kinaseassays (Abbildung 29A, B). Auch hier ist bei der Betrachtung der Phosphorylierung von 
ERK am TEY-Motiv nach Stimulation mit CCH kein Unterschied zwischen der Kontrolle und dem Pep-
tid zu erkennen. Allerdings ist sowohl im repräsentativen Western Blot, welcher nach dem Phospho-
rylierungsstatus von Threonin 188 entwickelt wurde, als auch in der Auswertung dieser Versuche 
sehr wohl ein starker inhibitorischer Einfluss des Peptids auf diese Autophosphorylierungsstelle zu 
erkennen (Abbildung 29A, C). Dies bekräftigt die Hypothese, dass die Dimerisierung von ERK eine 






Abbildung 29: Während die TEY-Phosphorylierung durch das Peptid unbeeinflusst bleibt, wird die Thr188-Phos-
phorylierung reduziert 
HEK293-Zellen wurden transient mit Flag-ERK2 und zusätzlich entweder pcDNA3 (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-
357 (kurz: Peptid) transfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit CCH stimuliert (300µM, 10min) und lysiert. Abbildung A: 
repräsentative Immunoblots (ERK1/pERK1: 44kDa, ERK2/pERK2: 42kDa). Abbildung B/C: quantitative Auswertung der 
pERK(TEY)- und pERK(T188)-Blots (normiert gegen Kon unstimuliert). n≥5 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Kon, #, 
P<0,05 zu Kon (stimuliert), Mittelwert ±S.E.M. 
In vitro und in Abwesenheit sonstiger zellulärer Bestandteile und Komponenten konnte ebenfalls ein 
direkter Effekt des Peptids auf ERK2 erreicht werden. Abbildung 30A zeigt einen beispielhaften Wes-
tern Blot eines solchen in vitro-Experiments. Darauf ist klar ersichtlich, dass das Peptid die Gβγ indu-
zierte ERKThr188-Phosphorylierung inhibierte. Die Auswertung dieser Western Blot-Experimente bestä-
tigte die signifikant geringer auftretende Autophosphorylierung an Threonin 188 in Anwesenheit 
des Peptids (Abbildung 30B). Als weitere Nachweismethode der ERKThr188-Phosphorylierung diente 
das Phosphopeptide Mapping. Diese Methode ermöglicht aufgrund zweidimensionaler Auftrennung 
die exakte Position posttranslational modifizierter, in diesem Fall phosphorylierter, Aminosäuren zu 
bestimmen (Boyle et al., 1991; van der Geer und Hunter, 1994). Solch ein Versuch ist beispielhaft in 
Abbildung 30C dargestellt. Hier konnte auf einem entwickelten Film die Phosphorylierungsstelle an 
Tyrosin 185 (TEY-Motiv) von der an Threonin 188 abgegrenzt werden. Dabei war ersichtlich, dass die 
Phosphorylierung an Threonin 188 in Anwesenheit von Gβγ-Untereinheiten deutlich zunahm. Dem-
gegenüber war sie in Anwesenheit des Peptids wieder stark reduziert. Die Phosphorylierung an Ty-






Abbildung 30: Das Peptid mindert die ERKThr188-Phosphorylierung in vitro 
Abbildung A/B: repräsentativer Immunoblot inklusive Auswertung: aufgereinigtes His6-ERK2 wurde alleine oder mit aufge-
reinigten Gβγ-Untereinheiten ± aufgereinigtes GST-ERK2309-357 (kurz: Peptid) inkubiert (ERK2/pERK2: 42kDa). n=5 unabhän-
gige Experimente (normiert gegen Kon). *, P<0,05 zu Kon, #, P<0,05 zu ERK2+ Gβγ, Mittelwert ±S.E.M. Abbildung C: Zwei-
dimensionales Phosphopeptide Mapping von aufgereinigtem His6-ERK2 alleine oder inkubiert mit Gβγ-Untereinheiten ± 
aufgereinigtes GST-Peptid. n≥5 unabhängige Experimente. 
Da bekannt ist, dass die ERKThr188-Phosphorylierung einen Trigger für die nukleäre Translokation von 
ERK darstellt, sollte nun geklärt werden, ob das Peptid durch die Reduktion dieser Autophosphory-
lierung auch die subzelluläre Lokalisation von ERK beeinflussen kann. Anhand der bisherigen Loka-
lisationsversuche mit der monomeren ERK2-Δ4-Mutante konnte schon beobachtet werden, dass die 
Dimerisierung von ERK1/2 auch mitentscheidend für deren Lokalisation in der Zelle ist (Abbildung 
13). Wie sich herausstellte, war das Peptid tatsächlich in der Lage YFP-ERK2 nach PE-Stimulation am 
Translozieren in den Kern zu hindern (Abbildung 31). Dies verdeutlich einmal mehr, wie mithilfe des 
Eingreifens in die Dimerisierung von ERK die ERKThr188-Phosphorylierung sowie die darauffolgende 






Abbildung 31: Das Peptid verhindert die nukleäre Translokation von ERK2 
Für Lokalisationsversuche in COS7-Zellen wurden diese mit YFP-ERK2-wt und dem α1-adrenerger Rezeptor transient trans-
fiziert und entweder mit leerem pcDNA3 Vektor (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) kotransfiziert und 
mit PE stimuliert (10min, 4µM). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. Gezeigt sind repräsentative konfokale Aufnahmen 
(Maßstab: 20µm) (A) und das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten von Zellkern zu Zytosol (B). n≥3 unabhängige Experi-
mente (15 Zellen pro Bedingung und Experiment). *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert), #, P<0,05 zu Kon (stimuliert), Mittelwert 
±S.E.M. 
4.6 Das Peptid verringert ERKThr188-vermittelte Effekte in Kardiomyozyten 
Um herauszufinden, ob die inhibitorischen Effekte des Peptids bezüglich der ERKThr188-Phosphorylie-
rung auf Kardiomyozyten übertragen werden können, wurden NRCMs mit dem Peptid transduziert. 
Zunächst wurden zur Untersuchung der Expression des Peptids wieder Dot Blots und PCR-Analysen 
durchgeführt, welche bestätigen konnten, dass das Peptid erfolgreich in NRCMs transduziert werden 
konnte (Abbildung 32). 
 
Abbildung 32: Expressionsnachweis des Peptids in NRCMs 
Abbildung A: repräsentative Aufnahme einer PCR-Analyse von cDNA aus NRCMs. Die Zellen wurden mit GFP, Flag-ERK2, 
LacZ oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) transient transduziert und anschließend die mRNA aus ihnen extrahiert. Die mRNA 
wurde dann in cDNA umgeschrieben und damit eine PCR mit Primern, welche das Myc-Peptid erkennen, angesetzt. 
neg.=Negativkontrolle. n≥3. Abbildung B: repräsentativer Dot Blot mit dem Myc-Peptid in NRCMs. Die Zellen wurden dazu 






Die Western Blot-Analyse von NRCMs-Lysaten ergab für Peptid-transduzierte Zellen keinen Unter-
schied in der Phosphorylierung des TEY-Motivs nach PE-Stimulation verglichen mit Kontrollbedin-
gungen (Abbildung 33A, B). Das Peptid beeinflusste demnach, wie schon zuvor in HEK293-Zellen 
gezeigt, auch in NRCMs nicht die Aktivierung von ERK. Im Einklang mit den in vitro-Versuchen führte 
die Anwesenheit des Peptids allerdings zu signifikant geringeren Phosphorylierungsraten an Threo-
nin 188 (Abbildung 33A, C). 
 
Abbildung 33: In NRCMs verringert das Peptid die ERKThr188-Phosphorylierung ohne die TEY-Phosphorylierung zu 
beeinflussen 
NRCMs wurden mit GFP (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) adenoviral transduziert und mit PE (10min, 
4µM) stimuliert. Die Zellen wurden dann lysiert und daraufhin die unterschiedlichen Phosphorylierungsstadien von ERK 
mithilfe der angegebenen phosphospezifischen Antikörper im Western Blot untersucht. Abbildung A: repräsentative Im-
munoblots (ERK1/pERK1: 44kDa, ERK2/pERK2: 42kDa), Abbildung B/C: quantitative Auswertung der pERK(TEY)- und 
pERK(T188)-Blots (normiert gegen Kon unstimuliert). n=8 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert), #, 
P<0,05 zu Kon (stimuliert), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Es stellte sich nun die Frage, was diese Beobachtungen für ERK-vermittelte zelluläre Funktionen be-
deuteten. Tatsächlich sah man anhand konfokaler mikroskopischer Aufnahmen von NRCMs, dass 
diese Zellen nach PE-Stimulation eine deutlich reduzierte Zellgröße aufwiesen, wenn sie mit dem 
Peptid vorbehandelt wurden (Abbildung 34A). Die Auswertung der Querschnittsfläche dieser Zellen 
verdeutlicht eine signifikant geringere Hypertrophie der Kardiomyozyten in Anwesenheit des Pep-
tids verglichen mit Kontrollzellen (Abbildung 34B). 
Bei der Auswertung der Apoptoseraten in NRCMs mithilfe der TUNEL-Methode war zu erkennen, 





Zellen, welche mit dem Peptid behandelt wurden, zu einer Zunahme der Apoptoserate führte. Ge-
gensätzlich zum MEK-Inhibitor PD98059 verursachte das Peptid allerdings keinen weiteren Anstieg 
der Apoptose (Abbildung 34C, Abbildung 14C). 
 
Abbildung 34: Das Peptid reduziert die hypertrophe Antwort in NRCMs ohne negativen Einfluss auf das Zellüber-
leben zu nehmen 
Abbildung A: repräsentative konfokale Aufnahmen von NRCMs, welche mit Alexa Fluor® 488 markiertem Phalloidin gefärbt 
wurden. Der Zellkern wurde mit DAPI visualisiert. Die Zellen wurden zuvor entweder mit LacZ (Kontrolle, kurz: Kon) oder 
Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) adenoviral transduziert. Anschließend wurden sie mit PE (24h, 4µM) stimuliert (Maßstab: 
20µm). Graph B: quantitative Auswertung der Querschnittsfläche. n=4 unabhängige Experimente (50 Zellen je Bedingung 
und Experiment). A.U.=arbitrary units. *, P<0,05 zu Kon (unstimuliert), #, P<0,05 zu Kon (stimuliert), Mittelwert ±S.E.M. Ab-
bildung C: NRCMs wurden entweder mit LacZ (Kon) oder dem Peptid adenoviral transduziert (± H2O2, 60min, 100µM) und 
die DNA-Fragmentierung durch Apoptose dann mithilfe der TUNEL-Methode gefärbt und quantifiziert. n=4 unabhängige 
Experimente (≥100 Zellen je Bedingung und Experiment). *, P<0,05 zu Kon (ohne H2O2), n.s. nicht signifikant, Mittelwert 
±S.E.M. 
Diese Beobachtungen weisen bisher auf eine durch das Peptid verursachte selektive Inhibition 
ERKThr188-vermittelter Effekte auf das Wachstum von Kardiomyozyten hin. Da auch schon bewiesen 
werden konnte, wie das Peptid die Translokation von ERK nach Stimulation in den Zellkern verhin-
dert (Abbildung 31), sollte nun die Aktivierung zytosolischer und nukleärer Zielproteine in der An-
wesenheit bzw. Abwesenheit des Peptids untersucht werden. Einhergehend mit den bisherigen Be-
obachtungen hatte das Peptid tatsächlich keinen Einfluss auf die Aktivierung zytosolischer Sub-
strate, wie es hier anhand der Phosphorylierung von Bim gezeigt ist (Abbildung 35A, B). Dennoch 





So bewirkt die Reduktion der ERKThr188-Phosphorylierung eine geringere Translokation von ERK in 
den Zellkern und damit verbunden eine verminderte Aktivierung nukleärer, hypertropher ERK-Sub-
strate, was insgesamt zu einer Verringerung der hypertrophen Reaktion in Kardiomyozyten führt. 
Dies kann über eine endogene Hemmung der Dimerisierung von ERK geschehen, wie es das Peptid 
verursacht, und zwar selektiv, also ohne Beeinträchtigung der anti-apoptotischen Eigenschaften von 
ERK. 
 
Abbildung 35: In Anwesenheit des Peptids werden nukleäre ERK-Zielproteine geringer aktiviert 
NRCMs wurden entweder mit GFP (Kontrolle, kurz: Kon) oder mit Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) transduziert und anschlie-
ßend mit PE (10min, 4µM) stimuliert. Die Zellen wurden anschließend lysiert und die Phosphorylierung von Bim an Ser69 
bzw. Elk-1 an Ser383 mittels Western Blot nachgewiesen und quantifiziert. Abbildung A: repräsentative Immunoblots für 
pBim (26kDa) und pElk-1 (45kDa). Als Ladekontrolle diente Gβ (36kDa). Abbildung B/C: quantitative Auswertung der 
pBim/pElk-1-Immunoblots, normiert gegen Kon (unstimuliert). n≥3 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Kon (unstimu-
liert/-PE), #, P<0,05 zu Kon (stimuliert/+PE), n.s. nicht signifikant, Mittelwert ±S.E.M. 
Es bleibt jedoch noch offen, wie selektiv das Peptid auf ERK reagiert. Das Interface des ERK-Dimers 
wird über einen nichthelikalen Leucin-Zipper von Stellen der C-Termini beider ERK-Moleküle gebildet 
(Khokhlatchev et al., 1998; Wilsbacher et al., 2006). Tatsächlich ist die Hetero- bzw. Homodimerisie-
rung mithilfe eines Leucin-Zippers nicht einzigartig für ERK. Viele DNA-bindende Proteine interagie-
ren über vergleichbare Mechanismen mit dem Oberbegriff Leucin-Zipper (Landschulz et al., 1988). So 
ist dies beispielsweise auch für den Transkriptionsfaktor Myc der Fall. 
Myc dient als Regulator der Transkription. Zur Ausübung seiner biologischen Funktionen benötigt 





loop-helix/leucine zipper (bHLHZip)-Domäne, welche die sequenzspezifische DNA-Bindung be-
stimmt und essentiell für die biologische Funktion von Myc ist (Luscher und Larsson, 1999). Um zu 
testen, ob das Peptid auf die Interaktion von Myc und MAX Einfluss nimmt, wurden Proximity Ligation 
Assays in COS7-Zellen durchgeführt (Herrero et al., 2015). Es war eine klare Interaktion der beiden 
Transkriptionsfaktoren nach Stimulation mit PE zu erkennen (Abbildung 36). Anders als bei ERK 
nahm das Peptid hier jedoch keinen Einfluss. Dies demonstriert, dass das Peptid nicht generell mit 
allen Proteininteraktionen des Typs Leucin-Zipper interagiert. 
 
Abbildung 36: Das Peptid hat keinen Einfluss auf die Interaktion von Myc und MAX 
Cos7-Zellen wurden transient mit dem α1-Rezeptor transfiziert und entweder mit dem pcDNA3-Kontrollvektor (kurz: Kon) 
oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) kotransfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit PE stimuliert (10min, 4µM) und die 
Duolink®-Färbung durchgeführt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. Gezeigt sind repräsentative konfokale Aufnah-
men (Maßstab: 20µm). Diese Versuche wurden von Sofia Kramer mit Hilfestellung von Angela Tomasovic durchgeführt. 
n≥3 unabhängige Experimente (≥10 Zellen pro Bedingung und Experiment). 
4.7 Die AAV9-Peptid Gentherapie bewahrt vor einer durch Überlast hervor-
gerufene Herzinsuffizienz 
Kardiale Hypertrophie kann die Entwicklung einer Herzinsuffizienz beschleunigen (Artham et al., 
2009). Im Folgenden sollte daher das Potential des Peptids bezüglich einer Therapie der durch 
Druckbelastung hervorgerufenen Herzinsuffizienz untersucht werden. Insofern wurde getestet, ob 
ein Gentransfer des Peptids mithilfe adeno-assoziierter Viren des Serotyps 9 (AAV9) C57Bl/6J-Mäuse 
vor dem Entstehen einer TAC-induzierten Herzinsuffizienz schützen kann (Pleger et al., 2011). Für 
dieses Modell wurden C57Bl/6J-Mäuse gewählt, da sich insbesondere bei diesem Mausstamm eine 
Herzinsuffizienz innerhalb von drei bis vier Wochen nach Aortenligation manifestiert (Barrick et al., 
2007). Da sie spezifisch und effizient das Myokardium transduzieren, wurden für diesen Zweck AAV 
des Serotyps 9 verwendet (Inagaki et al., 2006; Pacak et al., 2006). Unmittelbar nach der TAC-Opera-
tion wurde acht Wochen alten, wildtypischen C57Bl/6J-Mäusen entweder ein AAV9-Vektor in die 
Schwanzvene injiziert, welcher das Peptid kodiert (Wt+AAV9-Peptid), oder AAV9-GFP (Wt+AAV9-





Wie in Abbildung 37 dargestellt ist, führte die Injektion des AAV9-Peptid-Konstruktes zu einer deut-
lichen Expression der mRNA des Peptids. 
 
Abbildung 37: Das AAV9-Peptid-Konstrukt transduziert erfolgreich das Myokardium 
Die mRNA-Expressionslevel des Peptids in Herzen wildtypischer C57Bl/6J-Mäuse (Wt) vor (Kontrolle, kurz: Kon) und nach 
vierwöchigem TAC und Injektion von entweder AAV9-GFP oder AAV9-Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) wurden mithilfe einer 
RT-PCR bestimmt. n≥7 Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), Mittelwert ±S.E.M. 
Verglichen mit Mäusen, welche den Kontrollvektor injiziert bekamen, resultierte die Behandlung der 
operierten Mäuse mit dem AAV9-Peptid-Vektor sowohl bei der Betrachtung der Herzgewichtsdaten 
(Abbildung 38A) als auch bei der morphometrischen Analyse der Kardiomyozytengröße anhand his-
tologischer Schnitte (Abbildung 38B, C) in einer signifikanten Protektion wildtypischer Mäuse vor 
pathologischer kardialer Hypertrophie. 
Genauso konnte auch die Zunahme der linksventrikulären Hinterwanddicke (LVHW) sowie der intra-







Abbildung 38: Die AAV9-Peptid Behandlung reduziert kardiale Hypertrophie 
Wildtypische (Wt) C57Bl/6J-Mäuse (Kontrolle, kurz: Kon) und Tiere, die einer TAC-Operation mit anschließender Injektion 
des jeweiligen AAV9-Vektors (Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) unterzogen wurden, wurden 
nach vierwöchiger Aortenligatur die Herzen entnommen. Abbildung A: Herzgewicht/Tibialänge. Abbildung B/C: Gewebe-
schnitte dieser Herzen wurden HE-gefärbt und mikroskopisch analysiert. Abbildung B: repräsentative Ausschnitte der his-
tologischen Sektionen (Maßstab: 50µm). Abbildung C: morphometrische Analyse der Querschnittsfläche von Kardiomy-
ozyten anhand der mikroskopischen Aufnahmen. n≥11 Tiere (≥120 Zellen pro Gewebeschnitt). *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, 
P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Tabelle 4: Echokardiographische Untersuchung von C57Bl/6J-Mäusen im Gentherapiemodell 
Parameter Wt (Kon) Wt+AAV9-GFP (TAC) Wt+AAV9-Peptid (TAC) 
  
  





























Echokardiographische Analyse von wildtypischen (Wt) C57Bl/6J-Tieren vor (Kontrolle, kurz: Kon) und nach TAC+AAV9-The-
rapie. LVHW: linksventrikuläre Hinterwand, IVS: intraventrikuläre Septumdicke, LVID: linksventrikulärer Innendurchmesser. 
Alle echokardiographischen Auswertungen wurden von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgeführt. n≥11 Tiere, *, P<0,05 zu Wt 





Vielmehr waren sogar alle Parameter, welche mit kardialer Funktion und kardialem Remodeling as-
soziiert sind, in Mäusen, die mit dem Peptid behandelt wurden, gegenüber Kontrollmäusen verbes-
sert. 
Parameter, welche die Herzfunktion beschreiben, sind beispielsweise die systolische Verkürzungs-
fraktion (Tabelle 4) und die Lungenstauung, gemessen am Gesamtgewicht der Lunge (Abbildung 
39). Sowohl die Abnahme der Verkürzungsfraktion, als auch eine Zunahme des Lungengewichtes 
sprechen für eine manifestierte Herzinsuffizienz. Der Rückstau des Blutes in die Lungengefäße ist 
dabei ganz charakteristisch für eine verminderte Pumpfunktion aufgrund einer Linksherzinsuffizi-
enz. In beiden Fällen konnte die Verabreichung des AAV9-Peptid-Vektors den pathologischen Phä-
notypen verhindern. 
 
Abbildung 39: Die TAC-induzierte Lungenstauung ist in AAV9-Peptid-behandelten Mäusen geringer 
Wildtypische (Wt) C57Bl/6J-Mäuse (Kontrolle, kurz: Kon) und Tiere, die einer TAC-Operation mit anschließender Injektion 
des jeweiligen AAV9-Vektors (Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) unterzogen wurden, wurden 
nach vierwöchiger Aortenligatur die Lungen entnommen und gewogen. Das Lungengewicht wurde zur Analyse gegen die 
Tibialänge des jeweiligen Tieres normiert. *, P<0,05 zu Wt (Kon), Mittelwert ±S.E.M. 
Als ein Maß für kardiales Remodeling wurde der Umfang der Fibrosierung des Herzgewebes unter-
sucht (Abbildung 40). Diese nahm, wie zuvor auch am Modell mit FVB/N-Mäusen gezeigt (Abbildung 
19), in den Herzen der C57Bl/6J-Kontrollmäuse nach TAC zu (Abbildung 40A, B). Demgegenüber 
konnte die Behandlung mit dem Peptid-Konstrukt die Entstehung der interstitiellen Fibrose signifi-
kant reduzieren, oder sogar verhindern. 
Die mRNA-Expressionsanalyse von Collagen III, α 1 bestätigte diese Beobachtungen zusätzlich. Mit 
AAV9-Peptid behandelte Mäuse exprimierten deutlich weniger mRNA von diesem Bestandteil der 






Abbildung 40: Die Behandlung mit dem AAV9-Peptid Vektor reduziert interstitielle Fibrose 
Wildtypische (Wt) C57Bl/6J-Mäuse (Kontrolle, kurz: Kon) und solche, bei denen eine vierwöchige Aortenligation inklusive 
Injektion des jeweiligen AAV9-Vektors (Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) durchgeführt wurde, 
wurden die Herzen entnommen. Abbildung A: repräsentative Aufnahmen von Herzgewebeschnitten, welche mit Sirius Rot 
angefärbt wurden (Maßstab: 200µm). Abbildung B: Quantifizierung der interstitiellen Fibrose anhand der mikroskopischen 
Aufnahmen. A.U.=arbitrary units. n≥7 Mäuse. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Abbildung C: Die Collagen III, α 1 mRNA-Expressionslevel in diesen Mausherzen wurden mithilfe RT-PCR bestimmt. n≥8 
Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Im Rahmen der Betrachtung des Remodeling-Prozesses in Herzen von C57Bl/6J-Mäusen wurde auch 
der myokardiale Zelltod analysiert. Nach vierwöchiger Aortenligatur war in AAV9-GFP behandelten 
Mäusen ein deutlicher Anstieg der Apoptoserate zu erkennen (Abbildung 41). Erstaunlicherweise 
führte die Behandlung mit dem AAV9-Peptid Vektor sogar zu einer signifikanten Reduktion dieser 






Abbildung 41: Die AAV9-Peptid Gentherapie reduziert myokardialen Zelltod 
Die Aktivität der Caspasen 3/7 wurde von Herzlysaten wildtypischer C57Bl/6J-Mäuse (Wt) ohne Behandlung (Kontrolle, 
kurz: Kon) und solchen, bei denen eine vierwöchige Aortenligation inklusive Injektion des jeweiligen AAV9-Vektors 
(Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) durchgeführt wurde bestimmt. n≥7 Tiere. *, P<0,05 zu Wt 
(Kon), #, P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), Mittelwert ±S.E.M. 
Im Einklang mit den bisherigen Ergebnissen zur Gentherapie der TAC-induzierten Hypertrophie 
führte die Verbesserung aller Parameter hinsichtlich Hypertrophie, Herzfunktion und Remodeling in 
C57Bl/6J-Mäusen, welche nach TAC das AAV9-Peptid-Konstrukt appliziert bekamen, insgesamt auch 
zu einer signifikant reduzierten Expression des Herzinsuffizienzmarkers BNP (Abbildung 42A). Dies 
führte darüber hinaus zu einem leicht verbesserten (nicht signifikanten) Überleben dieser Mäuse ge-
genüber denen, die nur den Kontrollvektor injiziert bekamen (Abbildung 42B). 
 
Abbildung 42: Die Therapie mit dem AAV9-Peptid Vektor reduziert die Expression des Herzinsuffizienzmarkers 
BNP und nimmt keinen negativen Einfluss auf die Mortalität der Mäuse 
Abbildung A: Die BNP mRNA-Expressionslevel von Herzen wildtypischer C57Bl/6J-Mäuse (Wt) ohne Behandlung (Kontrolle, 
kurz: Kon) und solchen, bei denen eine vierwöchige Aortenligation inklusive Injektion des jeweiligen AAV9-Vektors 
(Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) durchgeführt wurde wurden mithilfe RT-PCR bestimmt. n≥7 
Tiere. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), Mittelwert ±S.E.M. Abbildung B: Kaplan-Meier-Kurven TAC-
operierter C57Bl/6J-Mäuse. Zusätzlich wurde den Mäusen nach der Operation entweder AAV9-GFP oder AAV9-Peptid in 





Um den mechanistischen Hintergrund dieser in vivo-Beobachtungen zu klären, wurden Lysate von 
Mausherzen dieses Gentherapieversuchs mittels Western Blot im Hinblick auf die einzelnen Phospho-
rylierungsstadien von ERK und der Aktivierung nukleärer und zytosolischer ERK-Zielproteine unter-
sucht. 
Wie schon in neonatalen Kardiomyozyten gezeigt werden konnte, nahm das Peptid im Herzen kei-
nen Einfluss auf die TEY-Phosphorylierung von ERK, welche für die Aktivierung der Kinase notwendig 
ist (Abbildung 43A, B). Nach TAC und Verabreichung des Peptid-Vektors konnte ERK trotzdem noch 
genauso aktiviert werden wie in den Herzen von operierten, kontrollbehandelten Mäusen. Betrach-
tet man allerdings den Phosphorylierungsstatus an Threonin 188, ist zu erkennen, dass in Herzen 
von Mäusen, welche das AAV9-Peptid Konstrukt verabreicht bekamen, diese Autophosphorylierung 
nach TAC zu einem deutlich geringeren Maß auftrat als in den Herzen von Tieren mit dem Kontroll-
vektor (Abbildung 43A, C). 
 
Abbildung 43: In Herzen wird die ERKThr188-Phosphorylierung durch das AA9-Peptid Konstrukt verringert ohne die 
normale TEY-Aktivierung zu beeinflussen 
Wildtypische (Wt) C57Bl/6J-Mäuse (Kontrolle, kurz: Kon) und solche, bei denen eine vierwöchige Aortenligation (TAC) in-
klusive Injektion des jeweiligen AAV9-Vektors (Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP) durchgeführt 
wurde, wurden die Herzen entnommen und lysiert. Danach wurden die Expression von ERK1/2 sowie deren Phosphorylie-
rungsstadien mittels Western Blot untersucht. Abbildung A: Repräsentative Western Blot-Analyse dieser Herzlysate. Detek-
tiert wurden ERK1/2 (ERK1: 44kDa, ERK2: 42kDa), pERK1/2(TEY) und pERK(T188). Abbildung B/C: quantitative Auswertung 
der pERK(TEY)- und pERK(T188)-Blots normiert gegen Wt (Kon) unstimuliert. n≥5 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu 





Nun stellte sich die Frage, was die verminderte ERKThr188-Phosphorylierung für die Aktivierung ver-
schiedener Substrate von ERK in den Herzen der Mäuse aus dem Gentherapiemodell bedeutete. 
Dazu wurden wieder die Phosphorylierungen hypertroph sowie anti-apoptotisch wirkender Zielpro-
teine von ERK mithilfe von Western Blot Untersuchungen analysiert. Als nukleäres Substrat wurde, 
wie schon zuvor, Elk-1 betrachtet, als anti-apoptotisches Zielprotein in diesem Versuchsansatz 
p90RSK. 
Die Mitglieder der RSK-Familie sind eine Gruppe stark verwandter Serin-/Threonin-Kinasen und ver-
mitteln diverse Effekte wie Zellwachstum, Proliferation und Zellüberleben. Sie werden direkt von 
ERK1/2 aufgrund diverser Stimuli aktiviert (Romeo et al., 2012). Die Phosphorylierung durch ERK führt 
dazu, dass p90RSK das pro-apoptotische Bad phosphoryliert und so dessen Interaktion mit dem anti-
apoptotischen Bcl-2 verhindert wird, wodurch die Weiterleitung des Apoptosesignals gestoppt wird 
(Shimamura et al., 2000). 
Wie in Abbildung 44 dargestellt ist, führte die Therapie mit dem AAV9-Peptid Konstrukt nach TAC zu 
einer mit der Gabe des Kontrollvektors vergleichbaren Aktivierung von p90RSK in Herzen (Abbildung 
44A, B). Bei der Untersuchung des nukleären, hypertrophen Substrates Elk-1 war allerdings zu erken-
nen, wie inhibitorisch das Peptid auf dessen Aktivierung wirkte (Abbildung 44A, C). Die Herzen der 
Mäuse, welche nach der TAC-Operation den Peptid-Vektor bekamen, wiesen eine signifikant gerin-
gere Phosphorylierung von Elk-1 auf. 
Zusammenfassend konnten mit dem Modell der Gentherapie einer TAC-induzierten pathologischen 
Hypertrophie die vorherigen Ergebnisse aus den Versuchen mit der monomeren ERK-Mutante und 
mit dem Peptid in NRCMs weiter bekräftigt werden. Die Gentherapie mit dem AAV9-Peptid-Vektor 
ermöglichte eine Reduktion der pathologischen Hypertrophie sowie eine Verbesserung aller Para-
meter, welche mit kardialer Funktion und kardialem Remodeling in Verbindung stehen. Mechanis-
tisch gesehen griff das AAV9-Peptid-Konstrukt in die nukleäre, also hypertrophe, Signalweiterleitung 
von ERK1/2 ein, indem die Autophosphorylierung von ERK an Threonin 188 verhindert wurde. Dabei 
blieb die normale Kinaseaktivität von ERK unbeeinflusst, daher konnte die anti-apoptotische Signal-






Abbildung 44: Die Aktivierung anti-apoptotischer ERK-Zielproteine bleibt durch den AAV9-Peptid Vektor unbeein-
flusst, wohingegen nukleäre ERK-Substrate vermindert aktiviert werden 
Wildtypische (Wt) C57Bl/6J-Mäuse (Kontrolle, kurz: Kon) und Tiere mit eine vierwöchigen Aortenligation (TAC) inklusive 
Injektion des jeweiligen AAV9-Vektors (Wt+AAV9-Myc-ERK2309-357, kurz: Peptid oder Wt+AAV9-GFP), wurden die Herzen 
entnommen und lysiert. Danach wurden die die Phosphorylierungen von p90RSK an Ser380 und Elk-1 an Ser383mittels 
Western Blot untersucht. Abbildung A: repräsentative Immunoblots für pp90RSK (83kDa) und pElk-1 (45kDa). Als Ladekon-
trolle diente Gβ (36kDa). Abbildung B/C: quantitative Auswertung der pp90RSK/pElk-1-Immunoblots, normiert gegen Wt 
(Kon). n≥6 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Wt (Kon), #, P<0,05 zu Wt+AAV9-GFP (TAC), n.s. nicht signifikant, Mittel-
wert ±S.E.M. 
4.8 Das Peptid als potenter Inhibitor der von MAPK-Signalwegen geleiteten 
Tumorzellproliferation 
Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg erhielt bisher therapeutisch betrachtet die meiste Aufmerksamkeit 
in der Behandlung von Krebserkrankungen, da fast 50% aller bösartigen Tumore eine Dysregulation 
in dieser Signalkaskade aufweisen (Matallanas und Crespo, 2010). Dies weckte schon in der Vergan-
genheit großes Interesse in Wissenschaft und Industrie und führte zur Entwicklung einer Reihe von 
Raf- und MEK-Inhibitoren welche bereits auf dem Markt erhältlich sind (siehe Abschnitt 1.2.1). 
Mitentscheidend für die große Bedeutung dieses Signalwegs in der Tumorentstehung und -progres-
sion ist die nukleäre Translokation von ERK1/2, welche eine entscheidende Voraussetzung für die 
Induktion der Zellproliferation darstellt (Formstecher et al., 2001). Dabei kann eine Vermeidung der 
nukleären Translokation von ERK1/2 effektiv die Proliferation ERK-abhängiger Tumorzellen hemmen 





Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, dass das Peptid über eine Hemmung der ERK1/2-Di-
merisierung auch deren nukleäre Translokation unterbindet. Daher sollten im Folgenden dessen Ef-
fekte auf die Proliferation von Krebszellen getestet werden. Zu diesem Zweck wurden drei verschie-
dene Krebszelllinien aus kolorektalen Adenokarzinomen für die Analysen herangezogen. Der 
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg ist von außerordentlicher Bedeutung in der Therapie kolorektaler Kar-
zinome, da diese Tumore eine Prävalenz von 33-59% für K-Ras Mutationen und 8-12,6% für B-Raf 
Mutationen aufweisen (Röcken, 2008). Die verwendeten Krebszelllinien Colo320, LS174T und HT29 
wurden so gewählt, dass unter ihnen sowohl beide als auch keine Mutationen vertreten waren 
(Ahmed et al., 2013). Tabelle 5 gibt einen Überblick über die Zelllinien und ihren jeweiligen Mutati-
onsstatus. 
Tabelle 5: Kolorektale Adenokarzinomzelllinien und deren jeweiliger Mutationsstatus 
Zelllinie K-Ras-Mutation B-Raf-Mutation 
  
 
Colo320 wt wt 





Zunächst wurde die Effizienz der adenoviralen Transduktion des Peptids im Vergleich zum Kontroll-
virus, welcher für LacZ kodierte, in diesen Krebszelllinien getestet. In Abbildung 45 ist dargestellt, 
wie die Verwendung des adenoviralen Peptid-Konstruktes zu einer deutlichen mRNA-Expression des 
Myc-Peptids in den jeweiligen Zelllinien führte. 
 
Abbildung 45: RNA-Expressionskontrolle des Peptids in verschiedenen Krebszelllinien 
Repräsentative Aufnahmen von PCR-Analysen von cDNA aus den Krebszelllinien Colo320, LS174T und HT29. Die Zellen 
wurden entweder mit LacZ oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) transient transduziert und anschließend die mRNA aus ihnen 
extrahiert. Die mRNA wurde dann in cDNA umgeschrieben und damit eine PCR mit Primern, welche das Myc-Peptid erken-
nen, angesetzt. n≥3. 
Um die Proliferationsrate der Krebszelllinien bestimmen zu können, wurde der [3H]-Thymidin-Einbau 





Phase in Zellen eingebaut wird, können über das Maß an radioaktiver Strahlung indirekt Rück-
schlüsse auf die Proliferationsrate von Zellen gezogen werden (Rajewsky, 1966). 
Dabei wurde der Einfluss des Peptids auf die Proliferation der Krebszellen im Vergleich zu kontroll-
behandelten Zellen, zum MEK-Inhibitor PD98059 und zum EGF-Rezeptor Antagonist Cetuximab un-
tersucht (Abbildung 46). 
Interessanterweise war Cetuximab in dieser Versuchsreihe nicht in der Lage die Proliferationsraten 
der unterschiedlichen Krebszelllinien zu beeinflussen. Dies könnte möglicherweise erklären, warum 
der Antikörper bei kolorektalen Karzinomen selten in einer Monotherapie angewandt wird. Außer-
dem decken sich diese Beobachtungen mit dem Befund, dass Cetuximab eine geringe bis keine 
Wirksamkeit in Patienten aufweist, wenn deren kolorektale Tumore eine K-Ras-Mutation beinhalten 
(Lievre et al., 2008). 
Neben Cetuximab konnte der MEK-Inhibitor PD98059 bei LS174T- und HT29-Zellen, also die Zellli-
nien, welche aktivierende Mutationen für den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg beinhalten, zu einer sig-
nifikanten Reduktion der Proliferationsraten führen (Abbildung 46). Allerdings reichte dessen inhi-
bitorische Wirkung nicht für die wildtypische Zelllinie Colo320 aus. Hier hatte PD98059 keinen Effekt. 
Im Kontrast zu Cetuximab und PD98059 zeigte das Peptid die markantesten Auswirkungen auf die 
Proliferation der Krebszellen. Ungeachtet des Mutationsstatus war das Peptid in der Lage bei allen 
drei Zelllinien die Proliferation um mindestens 50% zu reduzieren. Dies war nicht nur im Vergleich 
zu der jeweiligen Kontrollbedingung deutlich geringer, sondern auch gegenüber den Zellen, welche 
mit PD98059 oder Cetuximab behandelt wurden. Das Peptid ist demnach imstande effektiv die 
Proliferation von Krebszellen zu verhindern und das sogar besser als PD98059 oder das in der The-
rapie angewandte Cetuximab. Außerdem scheint der Mutationsstatus der ERK-Kaskade für das Pep-






Abbildung 46: Proliferationsraten der drei Krebszelllinien unter verschiedenen Bedingungen 
Colo320-, LS174T- und HT29- Zellen wurden entweder mit LacZ (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) 
transient transduziert und zusätzlich mit PD98059 (30µM, 24h) oder Cetuximab (0,2µg/µl, 24h) behandelt. Anschließend 
wurde [3H]-Thymidin in das Zellmedium dazugegeben und dessen Einbau in den Zellkern mithilfe eines β-Zählers gemes-
sen. Die erhaltenen Werte wurden gegen die LacZ-Kontrolle (Kon) der jeweiligen Zelllinie normiert. n=7 unabhängige Ex-
perimente. *, P<0,05 zu Kon, #, P<0,05 zu Cetuximab, §, P<0,05 zu PD98059, Mittelwert ±S.E.M. 
Um zu klären, ob diese Beobachtungen auf eine verminderte ERK-Aktivität aufgrund geringerer 
Phosphorylierung am TEY-Motiv zurückzuführen waren, wurde das Maß der ERK(TEY)-Phosphorylie-
rung in diesen Zellen nach Behandlung mit den jeweiligen Substanzen mittels Western Blot unter-
sucht (Abbildung 47). 
Bei der Betrachtung der Auswertung für die Zelllinie Colo320 (wildtypisch) wird deutlich, dass ob-
wohl das Peptid, wie zuvor gezeigt, die Proliferation dieser Zellen verminderte, dies nicht an einer 
reduzierten Phosphorylierung von ERK am TEY-Motiv lag. Zwischen den einzelnen Bedingungen ist 
kein Unterschied auszumachen. Im Einklang mit den Proliferationsversuchen nahmen PD98059 und 
Cetuximab auch keinen Einfluss auf die ERK-Aktivierung in Colo320-Zellen. 
In LS174T-Zellen (K-Ras-Mutation) beeinträchtigte das Peptid genauso wenig die Phosphorylierung 
von ERK am TEY-Motiv trotz seiner inhibitorischen Wirkung auf die Proliferation dieser Zellen (Abbil-
dung 47). Dahingegen führte der MEK-Inhibitor PD98059 zu einer Reduktion der ERK-Aktivierung, 





zwar keinen Einfluss auf die Proliferationsrate dieser Zellen, führte aber verglichen mit der Kontroll-
bedingung zu einer signifikant verringerten ERK-Phosphorylierung am TEY-Motiv. 
Passend zu den Proliferationsdaten führte PD98059 in HT29-Zellen (B-Raf-Mutation) auch zu einer 
Reduktion der ERK(TEY)-Phosphorylierung. Cetuximab hatte, wie zuvor schon bei der Proliferation, 
auch keinen Effekt auf die Phosphorylierung von ERK. Darüber hinaus zeigte das Peptid keinen Ein-
fluss auf die Aktivierung von ERK in HT29-Zellen, obwohl es überaus effektiv deren Proliferationsrate 
senken konnte. 
Zusammenfassend zeigen die Versuche zum Ausmaß der ERK-Phosphorylierung am TEY-Motiv, dass 
PD98059 durch eine Hemmung der ERK-Aktivität die Proliferation K-Ras- und B-Raf-mutierter Zellen 
verringert. Demgegenüber inhibiert das Peptid die Proliferationsraten sowohl wildtypischer als auch 
mutierter Zelllinien, ohne Einfluss auf die normale ERK-Phosphorylierung zu nehmen. Cetuximab hat 
trotz der reduzierten ERK-Phosphorylierung in LS174T-Zellen keinerlei Auswirkungen auf die Prolife-
ration der verwendeten Krebszelllinien. 
 
Abbildung 47: Die ERK(TEY)-Phosphorylierung der Krebszelllinien unter verschiedenen Bedingungen 
Colo320-, LS174T- und HT29- Zellen wurden entweder mit LacZ (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) 
transient transduziert und zusätzlich mit PD98059 (30µM, 24h) oder Cetuximab (0,2µg/µl, 24h) behandelt. Anschließend 
wurden die Zellen lysiert und der Phosphorylierungsstatus von ERK am TEY-Motiv mithilfe eines phosphospezifischen An-
tikörpers im Western Blot untersucht. Die bei quantitativen Auswertung erhaltenen Werte wurden gegen die LacZ-Kontrolle 
(Kon) der jeweiligen Zelllinie normiert. n≥7 unabhängige Experimente. *, P<0,05 zu Kon, #, P<0,05 zu Cetuximab, §, P<0,05 





Weiterhin ist auch das Zellüberleben ein elementares Thema in der Tumortherapie, da eine der ent-
scheidenden negativen Eigenschaften von Tumorzellen das Versagen des induzierten Zelltodes ist. 
Es war daher von großem Interesse herauszufinden, wie sich die in diesen Versuchsreihen verwen-
deten Substanzen auf die Apoptose der drei untersuchten Krebszelllinien auswirken. 
Zu diesem Zweck wurden TUNEL-Analysen durchgeführt und die Effekte des MEK-Inhibitors 
PD98059, des monoklonalen Antikörpers Cetuximab und des Peptids gegenüber einer Kontrollbe-
dingung und miteinander verglichen (Abbildung 48). 
 
Abbildung 48: Die Apoptoserate der drei Krebszelllinien unter verschiedenen Bedingungen 
Colo320-, LS174T- und HT29- Zellen wurden entweder mit LacZ (Kontrolle, kurz: Kon) oder Myc-ERK2309-357 (kurz: Peptid) 
transient transduziert und zusätzlich mit PD98059 (30µM, 24h) oder Cetuximab (0,2µg/µl, 24h) behandelt. Anschließend 
wurde DNA-Fragmentierung durch Apoptose mithilfe der TUNEL-Methode visualisiert und quantifiziert. Die bei der quan-
titativen Auswertung erhaltenen Werte wurden gegen die LacZ-Kontrolle (Kon) der jeweiligen Zelllinie normiert. n≥4 un-
abhängige Experimente (≥100 Zellen je Bedingung und Experiment), *, P<0,05 zu Kon, #, P<0,05 zu Cetuximab, §, P<0,05 
zu PD98059, n.s. nicht signifikant Mittelwert ±S.E.M. 
Bei der Zelllinie Colo320, welche keine aktivierende Mutation in der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade 
trägt, hatte keine der verwendeten Substanzen Auswirkungen auf die Apoptoserate der Krebszellen 





Demgegenüber waren bei den LS174T-Zellen (K-Ras-Mutation) verglichen mit der Kontrollbedin-
gung alle Substanzen in der Lage Apoptose auszulösen. Erstaunlicherweise induzierte das Peptid 
sogar signifikant mehr Apoptose als PD98059. 
Obwohl Cetuximab bisher in HT29-Zellen (B-Raf-Mutation) keinerlei Effekte bezüglich Proliferation 
und ERK-Phosphorylierung hatte, wies es nun bei der Betrachtung der Apoptoserate eine signifi-
kante Steigerung dieser auf. Genauso konnte auch PD98059 in diesen Zellen Apoptose im Vergleich 
zur Kontrolle induzieren. Das Peptid hatte hier keinen Einfluss (Abbildung 48). 
4.9 Die Auswirkungen von Cetuximab auf die ERK(TEY)-Phosphorylierung 
und das Zellüberleben in NRCMs 
Das Therapieschema bei metastasierenden kolorektalen Karzinomen hat in den vergangenen Deka-
den einen starken Umschwung erfahren. Mit Inhibitoren von Rezeptortyrosinkinasen (EGFR, VEGFR), 
wie beispielsweise Cetuximab, wurde eine neue Klasse von Therapeutika entwickelt, welche einen 
Zusatznutzen zur bisherigen Behandlung leistet (Tol und Punt, 2010). Das Ziel einer gerichteten The-
rapie mit solchen Inhibitoren ist eine verbesserte Wirkung gegen Tumore mit weniger Nebenwir-
kungen als traditionelle Krebstherapeutika. Dennoch berichten diverse Studien von unerwarteten 
Nebenwirkungen solcher zielgerichteter Substanzen, einschließlich linksventrikulärer Dysfunktion 
und Herzinsuffizienz (Chu et al., 2007; Kerkela et al., 2006; Slamon et al., 2001). 
Um den Aspekt der Kardiotoxizität von Tyrosinkinase-Inhibitoren in dieser Arbeit zu untersuchen 
wurden neonatale Rattenkardiomyozyten mit Cetuximab inkubiert und anschließend deren 






Abbildung 49: Cetuximab erhöht die Apoptose in NRCMs aufgrund einer verringerten ERK-Aktivierung 
NRCMs wurden mit Cetuximab (0,2µg/µl) oder einfachem Maus-Immunglobulin G (IgG, 0,016µg/µl) als Kontrolle (kurz: Kon) 
für 24 Stunden inkubiert. Abbildung A: Bestimmung der DNA-Fragmentierung aufgrund von Apoptose mithilfe der TUNEL-
Methode. n=6 unabhängige Experimente (≥100 Zellen je Bedingung und Experiment). *, P<0,05 zu Kon, Mittelwert ±S.E.M. 
Graph B/C: Lysate dieser Zellen wurden mittels Western Blot aufgetrennt und nach ERK1/2 und pERK1/2(TEY) detektiert. Gβ 
diente als Ladekontrolle. Abbildung B zeigt jeweils repräsentative Immunoblots (ERK1/pERK1: 44kDa, ERK2/pERK2: 42kDa, 
Gβ: 36kDa) und Abbildung C die quantitative Auswertung von pERK(TEY) normiert gegen Kon. n=9 unabhängige Experi-
mente. Kon=Kontrolle, *, P<0,05 zu Kon, Mittelwert ±S.E.M. 
In Abbildung 49A ist zu erkennen, wie deutlich Cetuximab in NRCMs die Apoptoserate im Vergleich 
zu einem Kontroll-Immunglobulin G (IgG) signifikant steigerte. Um herauszufinden, ob dieser Effekt 
zum Teil durch eine Beeinflussung der ERK-Kaskade ausgelöst wird, wurde das Maß der ERK(TEY)-
Phosphorylierung in NRCMs nach Inkubation mit Cetuximab untersucht. Tatsächlich ist anhand der 
repräsentativen Immunoblots und der quantitativen Auswertung zu erkennen, dass Cetuximab in 














5.1 Die Hemmung der ERK-Aktivität als zweischneidiges Schwert in Bezug 
auf pathologische kardiale Hypertrophie 
Die primäre Reaktion des Herzens auf eine gesteigerte Arbeitslast, um dem Verlust der Herzfunktion 
entgegenzuwirken, ist das Wachstum von Kardiomyozyten. Dies reduziert die Wandspannung im 
Ventrikel und kompensiert damit die gesteigerte hämodynamische Belastung (Hill und Olson, 2008). 
Es sind diverse Trigger bekannt, welche kardiale Hypertrophie initiieren können. Allerdings entschei-
det die Art des Stimulus über einen adaptiven oder maladaptiven Ausgang des hypertrophen 
Wachstums. Während postnatales Wachstum des Herzens, Schwangerschaft und Sport eine physio-
logische Form der Hypertrophie induzieren, führen krankheitsbezogene Reize, wie beispielsweise 
hervorgerufen durch Hypertonie, Aortenklappenstenose oder Myokardinfarkt, zu der Entstehung 
pathologischer Hypertrophie (Bernardo et al., 2010). Im Gegensatz zum physiologischen Wachstum 
des Herzens ist die pathologische Hypertrophie gekennzeichnet durch intensives kardiales Remode-
ling, welches mitunter die Akkumulation von interstitiellem Kollagen und einen Anstieg des Zellto-
des beinhaltet. Dabei sind all diese Prozesse zusammengenommen starke Risikofaktoren für das Auf-
treten von Arrhythmien und kardiovaskulären Ereignissen (Kang, 2006). 
Eine weit verbreitete Hypothese war, dass hypertrophes Wachstum von Kardiomyozyten aufgrund 
pathologischer Umstände ein unabdingbarer kompensatorischer Mechanismus zur Beibehaltung 
der Herzfunktion sei, um dem Entstehen einer Herzinsuffizienz entgegenzuwirken (Grossman et al., 
1975). Allerdings konnte die Zunahme der linksventrikulären Masse aufgrund pathologischer Bedin-
gungen mit einem Anstieg an Morbidität und Mortalität assoziiert werden. So existieren immer mehr 
Belege dafür, dass die Inhibition von hypertrophem Wachstum die Entstehung einer kardialen Dys-
funktion verhindert (Esposito et al., 2002; Levy et al., 1990; Schiattarella und Hill, 2015). Somit wäre 
das therapeutische Eingreifen in pathologische kardiale Hypertrophie von großem Vorteil und das 
Finden neuer Zielstrukturen diesbezüglich von außerordentlicher Bedeutung. Dabei ist es eine be-
sonders anspruchsvolle Aufgabe, spezielle Merkmale in pathologisch hypertrophen Signalwegen zu 
identifizieren, welche es erlauben, spezifisch maladaptive Mechanismen zu unterbinden. 
Es existieren zahlreiche Signalmechanismen, welche die hypertrophe Gentranskription beeinflussen 
(siehe Abschnitt 1.1.2). Eine zentrale Rolle nimmt dabei die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade ein. Viele 
Studien belegen die Beteiligung der einzelnen Komponenten dieser MAPK-Kaskade beim Vorantrei-
ben des hypertrophen Wachstums (Bueno et al., 2000; Hunter et al., 1995; Lorenz et al., 2009a; 
Rapacciuolo et al., 2001; Ruppert et al., 2013; Sanna et al., 2005). Daher wird die Raf/MEK/ERK-Kaskade 
schon seit längerer Zeit als mögliches therapeutisches Ziel zur Behandlung einer pathologischen 





Damit einhergehend und in Übereinstimmung mit anderen Studien konnte in der vorliegenden Ar-
beit unter Zuhilfenahme des MEK1/2-Inhibitors PD98059 die Relevanz der ERK1/2-Aktivierung für 
das hypertrophe Wachstum von Kardiomyozyten belegt werden (Kodama et al., 2000; Liang et al., 
2000; Ruppert et al., 2013). Die Hemmung der katalytischen ERK1/2-Aktivierung durch den pharma-
kologischen Inhibitor PD98059 führte zu einer signifikanten Reduktion der hypertrophen Antwort 
von neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCMs) auf den Stimulus Phenylephrin (PE) (Abbildung 
14A, B). 
Demgegenüber wird in der Fachliteratur ebenso auf eine protektive Rolle des MEK-ERK-Signalwegs 
in Kardiomyozyten, bezogen auf das Zellüberleben, hingewiesen. Eine Stimulation der Raf/MEK/ERK-
Kaskade bewirkt eine Reduktion der Apoptoserate von Kardiomyozyten resultierend aus einer ge-
steigerten ERK-Aktivität (De Windt et al., 2000; Parrizas et al., 1997; Ruppert et al., 2013; Sheng et al., 
1997; Zhu et al., 1999). Die Untersuchungen zur Apoptose von NRCMs in dieser Arbeit bestätigen 
vorausgehende Literaturdaten. Die Inkubation mit dem MEK-Inhibitor PD98059 führte nicht nur zu 
einem verminderten hypertrophen Wachstum, sondern auch zu einem signifikanten Anstieg der 
Apoptoserate der Kardiomyozyten (Abbildung 14). Diese Beobachtungen decken sich mit anderen 
Studien, in denen ebenso eine Induktion des apoptotischen Zelltodes nach Hemmung der ERK-Ak-
tivität durch den pharmakologischen Inhibitor PD98059 in Kardiomyozyten beobachtet wurde 
(Ruppert et al., 2013; Yue et al., 2000; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 1999). 
Soll nun die ERK-vermittelte pathologische kardiale Hypertrophie therapeutisch unterbunden wer-
den, so steht man vor der großen Herausforderung, mit einer reduzierten ERK1/2-Aktivität neben 
der effektiven Hemmung des hypertrophen Wachstums gleichzeitig einen Verlust an Kardiomyozy-
ten aufgrund von apoptotischem Zelltod herbeizuführen. Die Inhibition der kompletten ERK1/2-Ak-
tivität ist somit schädlich und kann keinesfalls das Ziel einer gerichteten Therapie kardialer Hyper-
trophie darstellen. 
5.2 Die ERKThr188-Autophosphorylierung als Trigger für nukleäre ERK-Effekte 
Eine Möglichkeit zur Lösung des Problems, ERK-vermitteltes hypertrophes Wachstum zu unterbin-
den ohne dabei apoptotischen Zelltod in Kardiomyozyten auszulösen, liefert die Studie von Lorenz 
et al. 
Darin wird eine neuartige regulatorische Autophosphorylierungsstelle von ERK2 an der Position 
Threonin 188 (Thr208 in murinem ERK1) beschrieben, welche die MAPKs dazu leitet nukleäre ERK-
Substrate, welche dafür bekannt sind kardiale Hypertrophie zu vermitteln, zu phosphorylieren 
(Lorenz et al., 2009a). Die Autophosphorylierung an Thr188 ist sowohl in vitro als auch in vivo ursäch-
lich für das Entstehen kardialer Hypertrophie, indem ERK durch die Phosphorylierung an dieser Stelle 
in den Nukleus dirigiert wird und dort hypertrophe Transkriptionsfaktoren, wie Elk-1, aktiviert. Es ist 





führen und nicht-hypertrophe Stimulanzien diese nicht verursachen. Dabei beeinflusste die Auto-
phosphorylierungsstelle in dieser Studie nicht die Kinaseaktivität von ERK1/2, was essentiell für ihre 
protektive Rolle im Herzen ist. Im Gegenteil trat sie tatsächlich nur auf, wenn ERK1/2 im TEY-Motiv 
phosphoryliert und somit als aktive Kinasen vorlagen. Die vorliegende Arbeit konnte diese Beobach-
tungen weiter bekräftigen. Trotz einer Interferenz mit der ERKThr188-Phosphorylierung konnte die Er-
haltung der Kinaseaktivität von ERK belegt werden (Abbildung 28). Eine weitere Studie, in der ERK2 
aus Bakterien isoliert wurde, konnte das Auftreten der Autophosphorylierung an Threonin 188 unter 
gewissen Umständen genauso beobachten (McReynolds et al., 2016). Allerdings führten Mutationen 
an dieser Position in diesem Fall zu einem Verlust der Aktivität des Enzyms gegenüber einigen Subs-
traten, was sich auch mit einer weiteren Studie deckt, in welcher der Bereich der Aktivierungsschleife 
in der ERK-Struktur untersucht wurde (Emrick et al., 2006; McReynolds et al., 2016). Es kann somit sein, 
dass ERK2 aufgrund der Phosphorylierung an Thr188 die Fähigkeit erlangt nur gewisse Substrate zu 
phosphorylieren. Dies würde die tragende Rolle dieser Autophosphorylierung speziell bei der Ent-
stehung pathologischer kardialer Hypertrophie und der Aktivierung der damit verbundenen Sub-
strate/Transkriptionsfaktoren erklären. 
Das Auftreten der Autophosphorylierung von ERK an Threonin 188 bedarf indes eines bestimmten 
Mechanismus, welcher auch einige Protein-Interaktionen beinhaltet (Lorenz et al., 2009a; Vidal et al., 
2012). Zunächst ist die Stimulation der Raf/MEK/ERK-Kaskade über Gq- bzw. Gs-gekoppelte Rezepto-
ren oder Rezeptortyrosinkinasen erforderlich. Die Aktivierung der Kaskade bewirkt die duale Phos-
phorylierung von ERK1/2 durch MEK1/2 am TEY-Motiv. Aktivierte ERK1/2 dimerisieren anschließend, 
was die Interaktion mit freien Gβγ-Untereinheiten ermöglicht. Die Vereinigung all dieser signalbezo-
genen Ereignisse führt letztendlich zur ERKThr188-Autophosphorylierung (Lorenz et al., 2009a). 
Im Vergleich zu den Phosphorylierungen am TEY-Motiv ist die Autophosphorylierung von langan-
haltender Natur (Lorenz et al., 2009a), was nahelegt, dass sie gewissermaßen resistent gegenüber 
einer Dephosphorylierung durch Phosphatasen ist. Diese Hypothese muss zwar noch durch gezielte 
Versuche validiert werden, würde aber mit der Rolle, welche die ERKThr188-Phosphorylierung in kardi-
aler Hypertrophie spielt, übereinstimmen. 
Tatsächlich ist die räumliche und zeitliche Regulation der Signalweiterleitung von ERK1/2 ein aus-
schlaggebender Faktor zur spezifischen Steuerung der vielfältigen biologischen Funktionen, welche 
diese Kinasen als Antwort auf extrazelluläre Stimuli innehaben (siehe Abschnitt 1.2.4.2). Die Translo-
kation von aktivierten ERK1/2 in den Nukleus ist dabei essentiell für eine Wachstumsfaktor-indu-
zierte Genexpression, beispielsweise eingeleitet über eine Aktivierung von Elk-1, und den Wieder-
eintritt in den Zellzyklus (Brunet et al., 1999; Pouyssegur et al., 2002).  
Nach Aktivierung translozieren ERK1/2 bekanntermaßen in den Nukleus, wobei ungefähr die Hälfte 
von endogenem ERK2 im Zytoplasma verweilt, da es dort u.a. an zytoplasmatische Anker assoziiert 
ist (Chen et al., 1992; Reszka et al., 1995). Weiterhin belegen diverse Studien die Akkumulation einer 





wurde das Threonin an Position 188 gegen Asparaginsäure ausgetauscht, welche wie ein Phosphat-
rest negativ geladen vorliegt. Demgegenüber akkumulierten phosphorylierungsdefiziente Mutan-
ten, wie ERKT188S oder ERKT188A, nach Stimulation nicht im Zellkern (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 
2013; Vidal et al., 2012). Somit wurde mit der Autophosphorylierungsstelle an Threonin 188 ein Trig-
ger für die Lokalisation von ERK1/2 im Zellkern identifiziert. Bis jetzt ist allerdings immer noch unklar 
über welchen Mechanismus diese Autophosphorylierung die nukleäre Akkumulation begünstigt. 
Entweder fördert sie die Retention von ERK1/2 im Nukleus, oder sie erleichtert die nukleäre Translo-
kation der MAPKs. 
Untersuchungen mit den phosphomimetischen bzw. phosphodefizienten ERKThr188-Mutanten be-
züglich pathologischer kardialer Hypertrophie belegen, wie überaus relevant diese räumliche und 
zeitliche Kontrolle der Signalweiterleitung von ERK1/2 für ein klinisches Erscheinungsbild sein kann. 
Mithilfe des in vivo Mausmodells der TAC konnte der schädliche Einfluss dieser Autophosphorylie-
rung bei der Entwicklung pathologischer kardialer Hypertrophie demonstriert werden. Mäuse, wel-
che die phosphomimetische Mutante ERKT188D kardial überexprimierten entwickelten gegenüber 
wildtypischen Mäusen oder solchen, die wildtypisches ERK kardial überexprimierten, einen signifi-
kant schwerwiegenderen Phänotypen nach sechswöchiger Aortenligation (Lorenz et al., 2009a). Dies 
äußerte sich nicht nur in einem gesteigerten hypertrophen Wachstum, sondern auch in einer Ver-
schlechterung anderer Parameter des kardialen Remodelings, wie einer erhöhten Fibrose. Dieser pa-
thologische Phänotyp konnte in Mäusen, welche die phosphorylierungsdefizienten Mutanten 
ERKT188S oder ERKT188A kardial überexprimierten, verhindert werden. Es gelang sogar eine deutliche 
Verbesserung aller Werte im Vergleich zu wildtypischen und ERKT188T-transgenen Tieren (kardiale 
Überexpression von wildtypischem ERK2) (Ruppert et al., 2013; Vidal et al., 2012). Außerdem wurde 
mechanistisch bewiesen, dass die Autophosphorylierung in den Herzen dieser Mäuse die Aktivie-
rung nukleärer Zielproteine von ERK nach TAC begünstigt (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 2013). 
Interessanterweise verhinderte die kardiale Überexpression von ERKT188A zwar die Progression einer 
pathologischen Hypertrophie, beeinflusste allerdings weder die anti-apoptotischen Eigenschaften 
von ERK1/2 noch das physiologische Herzwachstum eines alternden Herzens oder das nach physi-
schem Training (Ruppert et al., 2013). 
Zusammenfassend stellt die ERKThr188-Autophosphorylierung einen entscheidenden pathologischen 
Trigger dar, welcher die nukleäre Lokalisation und Signalweiterleitung von ERK1/2 fördert. Die bis-
herigen Studien legen nahe, dass eine Interferenz mit dieser Phosphorylierung von großem thera-
peutischen Nutzen sein könnte. Anhand des bisher beschriebenen Mechanismus zum Auftreten der 
Autophosphorylierung lassen sich zwei Möglichkeiten erkennen, um diese Phosphorylierung zu ver-
hindern. Beide Möglichkeiten zielen auf eine Verhinderung von Protein-Interaktionen. Eine Option 
liegt in der Inhibition der Dimerisierung von aktiviertem ERK, die andere in der Hemmung der 
ERK/Gβγ-Interaktion. In der vorliegenden Arbeit wurde für eine tiefergehende Untersuchung die 





5.3 Die Hemmung der ERK-Dimerisierung zur Inhibition pERK(Thr188)-ver-
mittelter Effekte 
Oberste Priorität bei der Therapie einer ERK1/2-vermittelten pathologischen kardialen Hypertrophie 
ist die Beibehaltung der normalen Kinaseaktivität von ERK1/2. Dieses Ziel dient der Vermeidung ei-
nes damit einhergehenden Anstiegs der Apoptoserate. 
Mit der Autophosphorylierungsstelle an Threonin 188 von ERK wurde ein Mechanismus identifiziert, 
über dessen Hemmung selektiv nukleäre und somit hypertrophe Effekte von ERK1/2 unterbunden 
werden können. Die Interferenz mit dieser Phosphorylierungsstelle lässt die MEK1/2-vermittelte Ak-
tivierung von ERK1/2 am TEY-Motiv unbeeinflusst und erhält dadurch die zytosolische, also unter 
anderem auch anti-apoptotische Signalweiterleitung von ERK (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 
2013). 
Eine der Voraussetzungen für das Zustandekommen dieser Autophosphorylierung ist die Dimerisie-
rung von aktivierten ERK1/2. Unter Verwendung der dimerisierungsdefizienten ERK2-Mutante 
ERK2Δ174-177 (kurz: ERK2-Δ4) konnten Lorenz et al. schon beweisen, dass die Verhinderung der Dime-
risierung eine reduzierte Bindung von ERK an Gβγ-Untereinheiten und eine verminderte ERKThr188-
Phosphorylierung mit sich führt (Lorenz et al., 2009a). Damit bietet das ERK-ERK Interface eine viel-
versprechende Zielstruktur, um mit der Autophosphorylierung an Threonin 188 zu interferieren. 
5.3.1 Die Relevanz der Dimerisierung und Thr188-Autophosphorylierung für die 
Lokalisation von ERK2 
Die Dimer-Dissoziationskonstante von phosphoryliertem ERK2 ist mit 7,5nM rund 3000-fach gerin-
ger als für unphosphorylierte (KD=20µM) Dimere (Khokhlatchev et al., 1998). Diese Tatsache legt 
nahe, dass aktiviertes ERK2 als Dimer in Zellen vorliegt. Außerdem erleichtert die Dimerisierung eines 
phosphorylierten ERK2 mit einem unphosphorylierten ERK2 dessen Import in den Zellkern. Dies geht 
einher mit den Beobachtungen in dieser Arbeit. Die dimerisierungsdefiziente ERK2-Mutante ERK2-
Δ4 akkumulierte nach Stimulation mit Phenylephrin deutlich geringer im Zellkern als wildtypisches 
ERK2 (Abbildung 13). 
Allgemein ist der Mechanismus der Lokalisation von ERK und dessen Abhängigkeit von extrazellulä-
ren, intrazellulären und molekularen Gegebenheiten ein äußerst komplexes Feld. 
MEK1/2 sind mitunter die wichtigsten zytoplasmatischen Anker von ERK1/2 und deren nukleäre Ex-
portsequenz ist zum Teil auch für den Export von ERK1/2 aus dem Nukleus zuständig (Adachi et al., 
2000). Demgegenüber zeigte sich, dass die Stimulus-induzierte nukleäre Akkumulation von ERK die 
Synthese von kurzlebigen nukleären Ankern benötigt, welche ERK von MEK fernhalten und so die 





Der genaue Mechanismus des Transportes von ERK durch die Poren des Zellkernes ist allerdings 
noch nicht gänzlich geklärt. ERKs besitzen keine nukleäre Lokalisationssequenz (NLS), daher wurde 
bezüglich ihrer Translokation schon länger eine Abhängigkeit von anderen Proteinen, die eine sol-
che NLS-Region tragen, vermutet (Brunet et al., 1999). Aber obwohl NLS-abhängige Mechanismen 
energieabhängig sind, ist bekannt, dass ERKs auch in Abwesenheit einer Energiequelle direkt an 
FxFG-Sequenzen von Nukleoporinen im Lumen des Kernporenkomplexes binden (Matsubayashi et 
al., 2001; Terry et al., 2007; Whitehurst et al., 2002). Dabei ist dieser energieunabhängige Transport 
von ERK über den Kernporenkomplex für unphosphoryliertes und aktiviertes ERK möglich 
(Yazicioglu et al., 2007). 
Neben dem Mechanismus der Translokation von ERK-Monomeren wurde in der Vergangenheit auch 
der von ERK-Dimeren untersucht. Ausschlaggebend ist hier ein aktiver Transport, welcher den Dime-
ren den Eintritt in den Kern ermöglicht (Adachi et al., 1999). Die Relevanz der Dimerisierung von 
ERK1/2 für deren Lokalisation wird in Fachkreisen dennoch stark diskutiert. Obwohl in vielen Arbei-
ten eine Akkumulation von ERK-Dimeren im Zellkern beschrieben wird, existieren genauso Studien, 
in denen postuliert wird, dass die Dimerisierung nicht entscheidend für die nukleäre Translokation 
von ERK1/2 ist (Lidke et al., 2010). Zudem weisen Casar et al. auf eine essentielle Rolle von ERK-Dime-
ren bei der Aktivierung zytosolischer, aber nicht nukleärer ERK-Substrate hin (Casar et al., 2008). Diese 
kontroversen Beobachtungen legen die Existenz eines weiteren Schrittes bzw. Mechanismus nahe, 
welcher am Ende ausschlaggebend für den Eintritt von ERK in den Zellkern ist. Die Befunde zur ER-
KThr188-Phosphorylierung liefern dazu eine mögliche Erklärung. Die Relevanz dieser Autophosphory-
lierung für die nukleäre Lokalisation von ERK wurde bereits belegt (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et 
al., 2013). Weiterhin untermauern hier nicht gezeigte Lokalisationsversuche mit einer monomeren, 
Thr188-phosphomimetischen ERK2-Mutante, dass die Dimerisierung von ERK tatsächlich nicht der fi-
nale Trigger für die nukleäre Translokation ist, sondern vielmehr die Autophosphorylierung an Thre-
onin 188. Denn obwohl die monomere Mutante ERK2-Δ4 nach Stimulation nicht im Zellkern akku-
muliert (Abbildung 13), reicht die Einbringung einer einzigen Punktmutation an Position 188 
(ERK2Δ174-177,T188D, kurz: ERK2-Δ4D) um diesen Effekt wieder aufzuheben (Daten nicht gezeigt, Sofia 
Kramer). Die beobachteten Effekte der monomeren ERK2-Mutante beruhen demnach primär auf ei-
ner verminderten ERKThr188-Phosphorylierung. 
5.3.2 Der Einfluss einer Hemmung der ERK-Dimerisierung auf die Entwicklung 
pathologischer kardialer Hypertrophie 
Bei der Überexpression von monomerem ERK2-Δ4 zeigte sich sowohl in NRCMs als auch in vivo in 
Mäusen eine inhibitorische Wirkung dieser Mutante auf das hypertrophe Wachstum nach Stimula-
tion mit Phenylephrin oder sechswöchiger Aortenligation (TAC) (Abbildung 15, Abbildung 18, Ta-





nukleotiden demonstrierten sie die Relevanz der ERK-Signalweiterleitung für eine effektive Phe-
nylephrin-induzierte Hypertrophie von Kardiomyozyten (Glennon et al., 1996). Genauso entwickel-
ten MEK1- und Ras-transgene Mäuse einen hypertrophen Phänotyp (Bueno et al., 2000; Hunter et al., 
1995). Die Analyse von NRCMs, welche die zuvor erwähnte monomere, Thr188-phosphomimetische 
ERK2-Mutante ERK2-Δ4D überexprimierten, ergab bei diesen Zellen ein mit ERK2-wt vergleichbares 
hypertrophes Wachstum (Daten nicht gezeigt, Sofia Kramer). Obwohl ERK2-Δ4 effektiv hypertrophes 
Wachstum reduzieren kann, ist die Autophosphorylierung allein demnach tatsächlich funktionell 
ausreichend, um die hypertrophe Signalweiterleitung von ERK zu triggern. 
Die Hemmung der ERK-Aktivität mit dem MEK-Inhibitor PD98059 reduzierte zwar die hypertrophe 
Signalweiterleitung von ERK, verursachte aber auch einen Anstieg der Apoptose (Abbildung 14) 
(Ruppert et al., 2013). Interessanterweise beeinträchtigte die Überexpression von ERK2-Δ4 vergli-
chen mit der Überexpression von ERK2-wt oder Kontrolltieren indes nicht die anti-apoptotische Sig-
nalweiterleitung von ERK in Kardiomyozyten (Abbildung 15, Abbildung 21). Die Überexpression von 
monomerem ERK ist somit nicht schädlich für das Herz, sondern reduziert über eine Vermeidung der 
ERKThr188-Autophosphorylierung spezifisch die maladaptiven Funktionen dieser MAPK-Kaskade. Auf-
grund einer fehlenden Dimerisierung kommt es nicht zur Phosphorylierung an Threonin 188 (Abbil-
dung 12). Damit reduziert sich die nukleäre Akkumulation von ERK (Abbildung 13), was eine vermin-
derte Aktivierung hypertropher Zielproteine mit sich führt (Abbildung 16). Dabei bleibt die Phos-
phorylierung von ERK am TEY-Motiv bestehen und ermöglicht dadurch eine normale Kinaseaktivität 
und folglich die Aktivierung zytosolischer Substrate. Diese Beobachtungen sind im Einklang mit den 
bisherigen Studien zur Interferenz mit der Thr188-Autophosphorylierung und verdeutlichen, dass es 
tatsächlich möglich ist, die Dimerisierung von ERK als Zielstruktur zur Vermeidung der ERKThr188-Au-
tophosphorylierung zu verwenden (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et al., 2013; Vidal et al., 2012). 
5.3.3 Eine fehlende ERK2-Dimerisierung bei physiologischer Hypertrophie 
Obwohl eine Verhinderung der ERK2-Dimerisierung das Entstehen einer pathologischen kardialen 
Hypertrophie effektiv reduzieren kann, übt sie dennoch keinen Einfluss auf physiologisches 
Herzwachstum aus, sei dies nun bedingt durch postnatales Wachstum (Abbildung 23, Tabelle 3) oder 
physisches Training (Daten nicht gezeigt, Martin Hümmert). Diese Versuchsansätze erhärten die Be-
obachtungen einer anderen Studie, in der die Auswirkungen einer Interferenz mit der ERKThr188-Au-
tophosphorylierung auf physiologisches Herzwachstum untersucht wurde (Ruppert et al., 2013). 
Auch hier konnte keine Minderung dieser Form der Hypertrophie ausgemacht werden. 
Die Erhaltung eines physiologischen Herzwachstums ist von essentieller Bedeutung zur Gewährleis-
tung einer adäquaten Herzfunktion und sollte bei einer möglichen Therapie der pathologischen Hy-
pertrophie unter keinen Umständen beeinträchtigt werden. Es hat sich gezeigt, dass die Interferenz 
mit einer ERK-vermittelten Signalweiterleitung das physiologische Herzwachstum nicht in Mitlei-





von physiologischem Herzwachstum hin (siehe Abschnitt 1.1.4) und bekräftigt die Anwendbarkeit 
dieser Signalkaskade zur Verhinderung von pathologischem Herzwachstum (McMullen et al., 2003). 
5.4 Die endogene ERK-Dimerisierungshemmung als Therapieansatz patho-
logischer kardialer Hypertrophie 
Der Ansatz, die katalytisch aktive Kinase ERK2-Δ4 zu überexprimieren, lieferte wertvolle Erkenntnisse 
zum mechanistischen Verständnis der ERK-vermittelten Signalweiterleitung, insbesondere bei der 
Betrachtung kardialer Hypertrophie. Indes bestätigen die Ergebnisse mit der monomeren ERK2-Mu-
tante die Beobachtungen von Ruppert et al. und Lorenz et al. In beiden Versuchsansätzen wurden 
ebenso katalytisch aktive Mutanten von ERK2 in vitro und in vivo überexprimiert. Dabei zeigte sich in 
diesen Studien eine Verhinderung pERKThr188-vermittelter kardialer Hypertrophie durch die Überex-
pression phosphodefizienter ERK2-Mutanten (ERKT188A und ERKT188S) (Lorenz et al., 2009a; Ruppert et 
al., 2013). Die Versuche mit der monomeren Mutante ERK2-Δ4 zeigen, dass die Therapie einer 
ERK1/2-vermittelten pathologischen Hypertrophie tatsächlich möglich ist und dies dem Herzen 
nicht schadet. Vielmehr bleiben trotz einer Hemmung der Dimerisierung wichtige Funktionen der 
Raf/MEK/ERK-Kaskade im Herzen erhalten und es wird nur selektiv in die hypertrophen Signale ein-
gegriffen. Es sollte allerdings vermieden werden eine Therapie mit der Überexpression einer domi-
nant negativ agierenden, aktiven Kinase anzustreben. Um die bisherigen Feststellungen in eine an-
wendungsbezogene Richtung zu lenken wurde daher der Ansatz verfolgt, die Dimerisierung von 
endogenem ERK2 mithilfe des Peptids zu unterbinden (Abbildung 26). Interessanterweise intera-
gierte das Peptid nicht unter basalen Bedingungen mit ERK2, sondern nur nach Stimulation (Abbil-
dung 27). Die Phosphorylierung von ERK2 ist demnach eine Voraussetzung für eine Bindung des 
Peptids an ERK2.  
Das Peptid kristallisierte sich in NRCMs als potenter Inhibitor einer ERK-vermittelten hypertrophen 
Reaktion heraus (Abbildung 34), indem es die Entstehung der ERKThr188-Phosphorylierung und damit 
einhergehend die nukleäre Akkumulation von ERK2 reduzierte (Abbildung 29, Abbildung 30, Abbil-
dung 31). Die Verhinderung der nukleären Translokation von ERK2 durch das Peptid ist ein Indiz da-
für, dass die ERKThr188-Phosphorylierung wohl die Translokation von ERK in den Zellkern begünstigt. 
Es ist demnach möglich, die Dimerisierung von ERK2 mit einem Inhibitor zu unterbinden und auf 
diesem Weg die Autophosphorylierung von ERK zu beeinträchtigen, ohne die Aktivität der Kinase 
komplett auszuschalten (Abbildung 28).  
Bei der Testung eines möglichen Inhibitors, unabhängig der zu blockierenden zellulären Prozesse, 
ist es elementar zu wissen, wie spezifisch das gewünschte Zielmolekül erkannt wird. So stellte sich 
diese Frage auch im Rahmen dieser Arbeit. 
Wie bereits erläutert, bildet der Leucin-Zipper eine entscheidende Interaktionsstelle bei der Ausbil-





Zippers interagieren. Beispielsweise hetero- und homodimerisieren auch viele DNA-bindende Pro-
teine über einen vergleichbaren Mechanismus mit dem Oberbegriff Leucin-Zipper. (Landschulz et al., 
1988). Darunter fällt auch der Transkriptionsfaktor Myc, welcher mit MAX heterodimerisiert und so 
seine biologischen Funktionen ausübt (Luscher und Larsson, 1999). In der Tat verhindert das Peptid 
nicht die Interaktion dieser beiden Transkriptionsfaktoren (Abbildung 36). Herrero et al. testeten 
ebenfalls schon einen niedermolekularen Inhibitor der ERK2-Dimerisierung in Bezug auf eine unspe-
zifische Hemmung der Myc/MAX-Interaktion und beobachteten auch hier keine Beeinträchtigung 
dieser Wechselwirkung (Herrero et al., 2015). Eine Interferenz mit der ERK-Dimerisierung ist demnach 
so spezifisch, dass dadurch nicht alle Proteininteraktionen, welche auf einem Leucin-Zipper beru-
hen, beeinträchtigt werden. Selbstverständlich ist dies nicht der endgültige Beweis der Spezifität des 
Peptids im Hinblick auf eine Hemmung der ERK2-Dimerisierung. Da sich MAPKs in vielen Sequenz-
abschnitten und Funktionen sehr ähnlich sein können ist eine Bindung des Peptids an andere MAPKs 
außer ERK1/2 auch sehr gut möglich. Es sollte daher in der Zukunft noch bezüglich einer Interaktion 
mit anderen MAPKs untersucht werden. Massenspektrometrische Untersuchungen könnten in die-
sem Fall sehr hilfreich sein und einen allgemeinen Aufschluss über die Interaktionspartner des Pep-
tids liefern. Darüber hinaus könnten Versuche zu möglichen Effekten des Peptids in der Abwesenheit 
von ERK2 auch hilfreiche Informationen über eventuelle Nebenwirkungen aufgrund unbekannter 
Interaktionspartner erbringen. 
Mithilfe des Mausmodells der AAV9-vermittelten Gentherapie einer TAC-induzierten pathologi-
schen Hypertrophie konnte das Vermögen des Peptids hinsichtlich einer Therapie in vivo unter Be-
weis gestellt werden. Die Therapie mit dem Peptid ermöglichte eine signifikante Reduktion des 
Herzwachstums als Antwort auf den pathologischen Trigger der Nachlasterhöhung, ausgelöst durch 
die Aortenligation (Abbildung 38, Tabelle 4). Auch andere Parameter des kardialen Remodelings so-
wie die allgemeine Herzfunktion konnten mithilfe des Peptids signifikant verbessert werden (Abbil-
dung 39, Abbildung 40, Abbildung 41, Abbildung 42, Tabelle 4). 
Folglich ist eine gezielte Gentherapie der pERKThr188-vermittelten pathologischen Hypertrophie mög-
lich. Die in vivo-Daten des AAV9-Gentherapiemodells belegen die Anwendbarkeit einer Hemmung 
der ERK2-Dimerisierung in einem therapeutischen Ansatz. Es ist tatsächlich möglich in die endogene 
Signalweiterleitung von ERK2 einzugreifen, auf so spezifische Art und Weise, dass die normale Kina-
seaktivität von ERK gewahrt bleibt und nur selektiv die Autophosphorylierung von ERK verhindert 
wird. 
Dessen ungeachtet ist der Mechanismus über den die Translokation von ERK stattfindet bis heute 
noch nicht gänzlich geklärt. Vor allem bleibt trotz alledem die Frage offen, wie genau die Thr188-
Phosphorylierung zur nukleären Akkumulation von ERK2 beiträgt. 
Obwohl ERKs nicht über eine klassische nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) für den Transport in 
den Kern verfügen, konnte dennoch eine Sequenz ausgemacht werden, welche wie eine NLS fun-





vermittelt autonom die nukleäre Lokalisation, indem sie an das nukleäre Translokationsprotein Im-
portin7 bindet (Chuderland et al., 2008). Dabei scheint dieser Mechanismus sowohl für den passiven 
als auch den aktiven Transport von ERK von Bedeutung zu sein. Da nun Importin7 ein wichtiges 
Schlüsselelement für die nukleäre Translokation von ERK zu sein scheint, könnte es auch in Verbin-
dung mit der Thr188-Phosphorylierung stehen. Um dies zu untersuchen wurde die Bindung von 
ERK2 an Importin7 über Immunopräzipitationen analysiert. Tatsächlich zeigte sich verglichen mit 
ERK2-wt bei der monomerem Mutante ERK2-Δ4 eine reduzierte Bindung an Importin7 (Daten nicht 
gezeigt, Sofia Kramer). Die monomere, aber Thr188-phosphomimetische Mutante ERK2-Δ4D wies 
jedoch eine gesteigerte Bindung zu Importin7 auf. Weitere Versuche mit dem Peptid bestätigten 
dies. In Anwesenheit des Peptids konnte ERK2-wt deutlich geringer mit Importin7 interagieren (Da-
ten nicht gezeigt, Sofia Kramer). 
Diese Versuche sind erste Hinweise zu dem mechanistischen Hintergrund der pERKThr188-vermittelten 
nukleären Akkumulation von ERK. Die Interaktion von ERK1/2 mit Importin7 scheint in der Tat von 
der ERKThr188-Autophosphorylierung abhängig zu sein. Die erhöhte Bindung an Importin7 zieht folg-
lich eine gesteigerte nukleäre Translokation von ERK1/2 mit sich. Eine Studie, in der mithilfe eines 
Peptides die Interaktion zwischen ERK und Importin7 unterbunden wurde, bestätigt die Hypothese 
dieser Arbeit. Die verminderte Bindung an Importin7 reduzierte dabei signifikant die nukleäre 
Translokation von ERK und damit einhergehend die Proliferation von Krebszellen (Plotnikov et al., 
2015). Hier sollte weiterführend mit Strukturanalysen angesetzt werden, um herauszufinden, wie ge-
nau die Autophosphorylierung von ERK dessen Interaktion mit Importin7 fördert. Darüber hinaus 
wäre es von Vorteil die Interaktionsstelle der beiden Proteine zu kennen, da dies ebenso als thera-
peutischer Angriffspunkt zur Vermeidung der nukleären Translokation von ERK genutzt werden 
könnte. 
5.5 Die Relevanz der ERK-Dimerisierung in der Tumortherapie 
Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg ist in der Humanmedizin vor allem im Hinblick auf eine Tumorthe-
rapie von sehr hoher Relevanz. Nahezu 50% aller bösartigen Tumore weisen eine Dysregulation in 
diesem Signalweg auf (Matallanas und Crespo, 2010). Ein gestörter Verlauf der Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalkaskade spielt eine entscheidende Rolle in der Entstehung, dem Verlauf und der Aufrechter-
haltung einer Malignität. Eine konstitutive Aktivierung des ERK-Signalwegs kann einerseits über eine 
Liganden-induzierte Stimulation von Membran-assoziierten Rezeptortyrosinkinasen geleitet sein o-
der einem Liganden-unabhängigen Mechanismus zugrunde liegen, wie beispielsweise durch eine 
mutierte Aktivierung von Proteinen dieser Kaskade. Insbesondere die Mitglieder der Ras- und Raf-
Familien sind oft aktiv mutiert. Darunter treten die bekanntesten und häufigsten Mutationen bei H-





5.5.1 Kardiotoxizität und Feedbackmechanismen bei Kinaseinhibitoren 
Es ist schwer vorherzusagen, welches Mitglied der ERK-Kaskade das nützlichste Ziel einer Krebsthe-
rapie darstellt. Aufgrund der gut dokumentierten, vielseitigen Funktionen jedes einzelnen Mitglieds 
dieser Kaskade in einer Vielzahl physiologischer Prozesse, würde es nicht verwundern, eine Inhibi-
tion dieser Enzyme mit toxischen Reaktionen verbunden zu sehen. Faktisch hat sich die Kardiotoxi-
zität von Krebstherapeutika, insbesondere bei einer Behandlung mit Kinaseinhibitoren, als signifi-
kantes Problem herausgestellt, welches weiterbestehen wird, solange es keine verlässlichen präkli-
nischen Untersuchungsmethoden diesbezüglich gibt (Cheng et al., 2011). Speziell bei einer gezielten 
Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren haben sich unerwünschte kardiale Nebenwirkungen heraus-
kristallisiert, wie beispielsweise linksventrikuläre Dysfunktion und Herzinsuffizienz (Chu et al., 2007; 
Kerkela et al., 2006). 
Wie bereits erläutert, nimmt der ERK-Signalweg eine herausragende Rolle in der Vermittlung des 
Überlebens von Kardiomyozyten ein. Die Vermutung liegt daher nahe, dass eine therapeutische 
Hemmung dieses Signalwegs einen übermäßigen Anstieg des kardialen Zelltodes auslösen könnte. 
Damit verbundene Kardiomyopathien sind für die Therapie mit MEK-Inhibitoren, wie Trametinib, be-
legt (Livingstone et al., 2014). 
Um einen ersten Eindruck über mögliche kardiotoxische Eigenschaften einer Substanz zu erlangen, 
eignen sich primäre Kardiomyozyten sehr gut (Cheng et al., 2011). Es zeigte sich, dass der klinisch 
geprüfte monoklonale EGFR-Antikörper Cetuximab in NRCMs tatsächlich signifikant Apoptose aus-
löst (Abbildung 49). Da Cetuximab dabei gleichzeitig auch die TEY-Phosphorylierung, also die 
ERK1/2-Aktivierung durch MEK1/2, signifikant reduzierte, lässt sich schnell eine Verbindung zur ge-
steigerten Apoptoserate in NRCMs knüpfen. Der erhöhte Verlust an Kardiomyozyten beruht wohl 
auf einer verminderten ERK-Aktivität. 
Raf-Inhibitoren, wie beispielsweise Vemurafenib, sind kompetitive Analoga von ATP. Da die ATP-Bin-
detasche unter Kinasen sehr stark konserviert ist, besitzen ATP-kompetitive Analoga von Natur aus 
ein gewisses Maß an Unspezifität (Breen und Soellner, 2015; Matallanas und Crespo, 2010). Es beste-
hen bei diesen Therapeutika daher sehr große Zweifel bezüglich ihrer off-target-Effekte. Teilweise 
sind die anti-onkogenen Eigenschaften dieser Substanzklasse gar nicht mehr auf eine Raf-Hemmung 
zurückzuführen. So hemmt Sorafenib neben B-Raf auch den vascular endothelial growth factor 
(VEGF)-2, VEGF-3 und PDGFβ und kann dadurch unabhängig einer B-Raf-Inhibition anti-onkogen 
wirken (Whittaker et al., 2010). 
Darüber hinaus ist sowohl für Raf- als auch für MEK-Inhibitoren bekannt, dass sich während der The-
rapie mit diesen Substanzen Resistenzen entwickeln, welche eine weitere Behandlung erschweren 
(Emery et al., 2009; Pratilas und Solit, 2010). Der ERK-Signalweg ist unter normalen Bedingungen mit-
hilfe inhibitorischer Signale ausbalanciert, wodurch die Dauer und Stärke des Signals limitiert wird. 





skriptionell durch ERK kontrolliert werden. In Tumorzellen ist dieser Feedbackmechanismus oft de-
aktiviert. So kommt es zu kontroversen Beobachtungen, wie einer profunden MEK-Phosphorylie-
rung in Tumorzellen, welche durch Rezeptortyrosinkinaseaktivierung und Ras-Mutation getrieben 
werden. Dies hat wohl eine Ablösung von der physiologischen Feedback-Inhibierung von MEK als 
Ursache (Pratilas und Solit, 2010). Auch Raf-Inhibitoren können gegensätzliche Effekte mit sich brin-
gen. In Tumoren, welche eine K-Ras-Mutation beherbergen, kann die Gabe eines Raf-Inhibitors eine 
Ras-abhängige ERK-Aktivierung und folglich gesteigertes Tumorwachstum auslösen (Hatzivassiliou 
et al., 2010; Poulikakos et al., 2010). Für Vemurafenib ist in der klinischen Anwendung beispielsweise 
eine Resistenzentwicklung innerhalb von durchschnittlich acht bis neun Monaten während einer Be-
handlung zu erwarten (Pratilas und Solit, 2010). 
Aufgrund der beschriebenen Kardiotoxizität und Resistenzentwicklungen gängiger Therapeutika 
des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs wird intensiv nach Neuerungen in diesem Bereich der Therapie 
ERK-getriebener Karzinome gesucht. Eine noch gezieltere Therapie ist wünschenswert. Von Vorteil 
wäre eine Zielstruktur, mit der eine spezifische Hemmung einzelner Effekte einer Kinase unterbun-
den werden, ohne die Kinase dabei komplett auszuschalten. Bezüglich ERK1/2 konnte im Herzen 
gezeigt werden, dass es möglich ist nur selektiv in die Signalweiterleitung dieser Kinasen einzugrei-
fen, indem das Zustandekommen der ERKThr188-Autophosphorylierung als Trigger hypertropher Ef-
fekte verhindert wird. Da die Autophosphorylierung mitunter die Akkumulation von ERK im Zellkern 
begünstigt, liegt die Vermutung nahe, dass sie auch eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung 
anderer nukleärer ERK-Funktionen, wie z.B. bei der Proliferation, einnimmt. 
5.5.2 Die Rolle der ERK-Dimerisierung bei der Krebszellproliferation 
Im Gegensatz zu den Anstrengungen in der Generierung von Raf- und MEK-Inhibitoren gab es bisher 
nur begrenzten Fortschritt in der Entwicklung von ERK1- und ERK2-selektiven Hemmstoffen. Dies 
liegt wohl zum Teil an der Vermutung, dass kein zusätzlicher Nutzen von einem ERK-Inhibitor zu 
erwarten wäre, da ERK das einzig bekannte Substrat von MEK darstellt. Zur Vermeidung der genann-
ten Probleme in der Krebstherapie fehlen allerdings alternative Zielstrukturen im Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg. Die Erfahrungen mit den bisherigen Therapeutika veranlassten ein Umdenken. Zum ei-
nen könnten die negativen Feedbackschleifen je nach dem Modul, welches inhibiert wird, große 
Unterschiede aufweisen (Samatar und Poulikakos, 2014). Zum anderen beinhaltet eine Resistenz ge-
gen Raf- und MEK-Inhibitoren oft die Regeneration der ERK-Signalweitergabe, was durch einen spe-
zifischen Inhibitor womöglich besser unterdrückt werden könnte (Samatar und Poulikakos, 2014). 
Die Entwicklung eines solchen Arzneistoffes ist daher mit vielen Hoffnungen verbunden. 
SCH772984 ist ein bereits existierender ATP-kompetitiver ERK1/2-Inhibitor, welcher mithilfe von af-
finity-based high-throughput screens für Substanzen, die an unphosphoryliertes (inaktives) ERK2 bin-
den, detektiert wurde und schon in klinischen Studien getestet wird (Morris et al., 2013). Allerdings 





von ERK1 aufgrund einer Punktmutation, welche die Bindung von SCH772984 an ERK verhindert (Jha 
et al., 2016). Dieser Fund betont die Notwendigkeit alternativer Zielstrukturen zur Hemmung der on-
kogenen Eigenschaften von ERK1/2. 
Aufgrund ihrer Schlüsselrolle in dem Mechanismus, welcher die ERKThr188-Phosphorylierung mit sich 
bringt, bietet die Inhibition der ERK-Dimerisierung eine vielversprechende neue Therapiemöglich-
keit. Es ist bereits bekannt, dass eine Inhibition der ERK-Dimerisierung ausreichend ist, um die zellu-
läre Proliferation und Tumorprogression zu verhindern, ohne dabei die totalen Aktivierungslevel von 
ERK zu beeinflussen (Casar et al., 2008). Tatsächlich wurde auch schon ein molekularer Inhibitor der 
ERK-Dimerisierung erfolgreich auf seine hemmenden Eigenschaften bezüglich der Tumorgenese ko-
lorektaler Karzinome und Melanome in vivo getestet (Herrero et al., 2015). Auch diese Substanz 
führte nicht zu einer reduzierten Phosphorylierung von ERK am TEY-Motiv. 
Die Versuchsreihen in dieser Arbeit konnten die beschriebenen Beobachtungen anderer Arbeits-
gruppen untermauern. Während der EGFR-Antikörper Cetuximab und der MEK-Inhibitor PD98059 
auf die Proliferation von Kolonkarzinomzelllinien gar keinen oder nur teilweisen Einfluss nahmen, 
konnte eine Dimerisierungshemmung mithilfe des Peptids zu einer beachtlichen Minderung der 
Proliferationsrate dieser Zellen führen (Abbildung 46). Dies geschah sogar unabhängig vom Ras- o-
der Raf-Mutationsstatus der Krebszellen. Western Blot Analysen zeigten auch in dieser Versuchsreihe 
ein unverändertes Maß an ERK(TEY)-Phosphorylierung in Anwesenheit des Peptids (Abbildung 47). 
Paradoxerweise wiesen K-Ras-mutierte LS174T-Zellen nach Inkubation mit Cetuximab eine redu-
zierte ERK(TEY)-Phosphorylierung auf, obwohl sich dies unter den gegebenen Bedingungen in die-
sen Zellen allerdings nicht in einer Proliferationshemmung äußerte. Die LS174T-Zellen müssen dem-
nach einen Regulationsmechanismus unabhängig von der ERK-Kaskade gefunden haben, um resis-
tent gegen eine ERK-Aktivierungshemmung zu sein. 
Die Untersuchung des apoptotischen Zelltodes der Krebszelllinien in dieser Arbeit lieferten gleich-
ermaßen interessante Ergebnisse. In LS174T-Zellen (K-Ras-Mutation) induzierten alle Substanzen 
Apoptose, also auch das Peptid (Abbildung 48). Es löste sogar signifikant mehr apoptotischen Zell-
tod aus als der MEK-Inhibitor PD98059. In HT29-Zellen (B-Raf-Mutation) verursachten PD98059 und 
Cetuximab Apoptose, das Peptid jedoch nicht. Die verwendeten Substanzen konnten bei den wild-
typischen Colo320-Zellen allerdings keinerlei Apoptose auslösen, was wohl darauf zurückzuführen 
ist, dass der ERK-Signalweg nicht den treibenden onkogenen Mechanismus dieser Zellen darstellt. 
Diese Beobachtungen entsprechen nicht den Erwartungen, welche nach den Untersuchungen zum 
Zelltod von Kardiomyozyten bestanden. Die Studien von Casar et al. und Herrero et al. beschreiben 
genauso gegensätzlich zu den bisherigen Beobachtungen in dieser Arbeit die Relevanz von ERK-
Dimeren für die Aktivierung zytosolischer und nicht nukleärer ERK-Substrate (Casar et al., 2008; 
Herrero et al., 2015). Sie erklären das anhand der Tatsache, dass ERK unter basalen Bedingungen an 
zytosolische Scaffolds gebunden und so im Zytoplasma verankert ist. In ihren Versuchsvorhaben löst 





ziert zudem den apoptotischen Zelltod, was sie auf eine verminderte zytosolische ERK-Aktivität zu-
rückführen. Es ist jedoch bekannt, dass ERK1/2 sich von den meisten ihrer zytoplasmatischen Anker 
nach Stimulation lösen und so wieder frei in der Zelle verfügbar sind (siehe Abschnitt 1.2.4.2). Ver-
wunderlich ist allerdings, dass eine Dimerisierungshemmung in diesen Studien zur Auslösung von 
Apoptose in Krebszellen führte und dies mitunter auch in dieser Arbeit der Fall war. Eine Erklärung 
dafür liefert die Studie von Lorenz et al. Hier wird das Zustandekommen der ERKThr188-Phosphorylie-
rung als stimulusabhängig beschrieben (Lorenz et al., 2009a). Demnach sollten es auch die mit dieser 
Autophosphorylierung verbundenen Effekte sein. Denn obwohl das hauptsächliche Zellüberleben 
steigernde Signal von ERK im Zytoplasma weitergegeben wird, könnte in Krebszellen der nukleäre 
Anteil dieser Signalweitergabe durchaus von größerer Bedeutung sein. Um dem näher auf den 
Grund zu gehen, fehlen derzeit noch ERK-Lokalisationsversuche sowie Western Blot Versuche zu 
Phosphorylierungen von ERK-Zielproteinen in Krebszellen. Die Analysen dazu könnten unter Um-
ständen Korrelationen zu den Apoptose- und Proliferationsdaten dieser Zellen ergeben. Weiterhin 
könnten Genanalysen von Kardiomyozyten und Krebszellen, die jeweils mit dem Peptid behandelt 
wurden, einen Aufschluss darüber geben, welche Gene im Speziellen durch die Interaktion des Pep-
tids mit ERK2 beeinflusst werden. Mögliche Unterschiede in der Genregulierung durch das Peptid 
zwischen den verschiedenen Zellarten könnten dabei eventuell auch eine Erklärung für die abwei-
chenden Beobachtungen bezüglich der Apoptoserate liefern. 
5.6 Ausblick 
Das verwendete Peptid hat viele Vorteile gegenüber bisherigen Therapeutika, die auf eine vermin-
derte Signalweitergabe von ERK1/2 zielen. Es interagiert nur mit aktiviertem ERK und kann somit 
gewisse ERK-Funktionen hemmen ohne die gesamte ERK-Aktivität zu beeinflussen. Durch ein spezi-
fischeres Eingreifen in den Raf/MEK/ERK-Signalweg wird zudem die Wahrscheinlichkeit von Neben-
wirkungen sowie Resistenzen verringert. Außerdem bietet sich hier eine einzigartige Möglichkeit, 
die Entwicklung einer pathologischen kardialen Hypertrophie zu minimieren. 
Obwohl sich das Peptid als selektiver ERK-Inhibitor für die Versuche in dieser Arbeit gut bewährt hat, 
ist es im Hinblick auf eine mögliche Therapie im Menschen aufgrund seiner biochemischen Eigen-
schaften und Größe von ca. 7kDa selbst eher ungeeignet. Es ist daher zwingend nötig nach kleineren 
bzw. minimal notwendigen Strukturen innerhalb des vorhandenen Peptids zu suchen, welche trotz-
dem noch einen hemmenden Einfluss auf die Dimerisierung von ERK2 haben. Hierzu wurden schon 
erste Schritte unternommen. Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jutta 
Eichler vom Lehrstuhl für pharmazeutische Chemie der Universität Erlangen-Nürnberg wurden zwei 
weitere Peptide synthetisiert, welche nur halb so groß oder sogar noch kleiner als das hier verwen-
dete Peptid sind. Es zeigte sich, dass beide kleine Peptide noch in der Lage sind das Zustandekom-
men der ERKThr188-Autophosphorylierung zu reduzieren (Daten nicht gezeigt). Außerdem ist das 





3kDa ein überaus potenter Inhibitor der Dimerisierung von ERK2, was wiederum dessen hemmen-
den Effekt auf die ERKThr188-Autophosphorylierung erklärt (Daten nicht gezeigt, Sofia Kramer). Die 
Versuche mit den kleineren Peptiden zeigen, dass es durchaus möglich ist die Struktur des zuvor in 
dieser Arbeit verwendeten Peptids zu verkleinern und dabei trotzdem wirkungsvolle Moleküle zu 
erhalten. Diese kleineren Peptide sind dennoch nur ein erster Schritt zur Erlangung eines niedermo-
lekularen Hemmstoffes. Das Ziel wird in Zukunft sein, die Aminosäurensequenz immer weiter zu ver-
ringern, bis die minimalste Struktur gefunden ist, welche immer noch inhibitorisch auf die ERK-Di-
merisierung wirkt. Dazu wäre es hilfreich, die genaue Interaktionsstelle von ERK und dem Peptid zu 
identifizieren. Zur Lösung dieses Problems könnten wiederum massenspektrometrische Untersu-
chungen dienen. 
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit die Relevanz der ERKThr188-Autophosphorylie-
rung als lokaler und zeitlicher Regulationsmechanismus von ERK verdeutlicht (Abbildung 50). Die 
Intervention mit der ERK-Dimerisierung zur Verhinderung dieser Autophosphorylierung hat sich als 
wertvolles Werkzeug zur Vermeidung nukleärer ERK-Effekte herausgestellt. Über diesen Ansatz ist es 
möglich selektiv pathologisch hypertrophes Herzwachstum zu verhindern, ohne dabei die kardi-
oprotektiven anti-apoptotischen Eigenschaften von ERK zu minimieren. Dabei konnte sich die Hem-
mung der ERK-Dimerisierung auch in der Behandlung von Krebszellen beweisen und deren Prolife-
ration verringern. Somit wurde in dieser Versuchsreihe die Praktikabilität einer ERK-Dimerisierungs-
hemmung herausgearbeitet, worüber selektiv nukleäre ERK-Signale unterbunden werden können, 






Abbildung 50: Mechanismus pathologischer ERKThr188-vermittelter Effekte 
Die durch die Phosphorylierung von ERK1/2 am TEY-Motiv verursachten Konformationsänderungen erleichtern die Dime-
risierung von ERK. Diese stellt einen wichtigen initialen Schritt für das Zustandekommen der Autophosphorylierung an 
Threonin 188 dar, welche die nukleäre Translokation von ERK1/2 begünstigt. All dies fördert die Aktivierung nukleärer ERK-
Substrate, welche unter anderem pathologische kardiale Hypertrophie und Proliferation von Krebszellen vermitteln. 
Im Übrigen geht aus den ermittelten Resultaten hervor, dass der Raf/MEK/ERK-Signalweg sehr viel 
mehr als nur aktivierende Phosphorylierungen umfasst. Es müssen zusätzlich noch weitere 
(Auto)Phosphorylierungen und Proteininteraktionen auftreten, um die Weitergabe des ERK-Signals 
im Organismus sowie deren Spezifität zu gewährleisten. Diese Proteininteraktionen/-modifikationen 
können attraktive und vielversprechende Ziele für zukünftige Therapeutika gegen pathologische 
kardiale Hypertrophie und Krebs sein. Zudem konnte mit der Inhibition der ERK-Dimerisierung die 
Relevanz zweier unterschätzter Therapiestrategien belegt werden: 
(1) die Blockade Lokalisations-spezifischer Sub-Signale im Gegensatz zur kompletten Signalhem-
mung und  
(2) die Beeinflussung regulatorischer Protein-Interaktionen anstatt der Hemmung katalytischer Ak-
















Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1/2 (extrazellulär Signal-regulierte Kinase 1 und 2) sind 
die Effektorkinasen der Raf/MEK/ERK-Kaskade und verknüpfen externe Stimuli mit der intrazellulären 
Antwort, wodurch sie wichtige Schlüsselmoleküle der zellulären Signaltransduktion darstellen. Zahl-
reiche Studien belegen die Beteiligung von ERK1/2 an der Entstehung pathologischer kardialer Hy-
pertrophie. Genauso ist bekannt, dass ERK1/2 anti-apoptotische, kardioprotektive Eigenschaften be-
sitzen. 
So führte, wie in dieser Arbeit gezeigt, eine Hemmung der katalytischen ERK1/2-Aktivität durch den 
MEK-Inhibitor PD98059 zu einer signifikanten Reduktion der hypertrophen Antwort von Kardiomy-
ozyten auf den Stimulus Phenylephrin. Dies war allerdings mit einem Anstieg der Apoptoserate in 
diesen Zellen verbunden, wodurch sich eine Hemmung der totalen ERK-Aktivität als nicht praktika-
bel für die Behandlung pathologischer kardialer Hypertrophie herauskristallisierte. In früheren Un-
tersuchungen wurde eine Autophosphorylierung von ERK an Threonin 188 (murines ERK2) entdeckt 
und als Trigger für ERK1/2-vermitteltes hypertrophes Wachstum identifiziert. Diese Autophosphory-
lierung steuert die nukleäre Lokalisation von ERK1/2 und ermöglicht so die Aktivierung nukleärer 
ERK-Zielproteine sowie hypertrophes Wachstum. Eine Interferenz mit der ERKThr188-Phosphorylierung 
konnte schon in vitro und in vivo erfolgreich einer pathologischen Hypertrophie entgegenwirken, 
ohne Einfluss auf physiologisches Herzwachstum oder die zytosolischen, anti-apoptotischen Effekte 
von ERK1/2 zu nehmen. Einen initialen Schritt für das Zustandekommen dieser Autophosphorylie-
rung an Threonin 188 stellt dabei die Dimerisierung von ERK dar. In der vorliegenden Arbeit wurde 
daher die Inhibition der ERK-Dimerisierung im Hinblick auf die Behandlung ERKThr188-vermittelter pa-
thologischer Hypertrophie untersucht. Dabei sollte die endogene ERK-Dimerisierung mithilfe eines 
selbst generierten Peptids unterbunden werden. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen zu einer 
dimerisierungsdefizienten ERK2-Mutante (ERK2-Δ4) konnte das Peptid in vitro und in vivo erfolgreich 
pathologisch hypertrophes Herzwachstum mindern. Dabei führte es sogar zu einem Rückgang des 
apoptotischen Zelltodes, ausgelöst durch eine Aortenligation, führen. Es zeigte sich, dass das Peptid 
die nukleäre Translokation von ERK2 verhindert und dadurch nukleäre ERK-Substrate geringer akti-
viert werden. Da eine Dysregulation in der Raf/MEK/ERK-Kaskade auch die Entstehung von Tumoren 
begünstigen kann, sollte schließlich untersucht werden, ob das Prinzip der Hemmung nukleärer ERK-
Effekte auch die Proliferation von Krebszellen beeinflussen kann. Es stellte sich heraus, dass die Pep-
tid-vermittelte Hemmung der ERK-Dimerisierung auch die Proliferation von Kolonkarzinomzelllinien 
mit unterschiedlichen Mutationsstadien der Raf/MEK/ERK-Kaskade reduziert. 
In der vorliegenden Arbeit konnte somit die Intervention mit der ERK-Dimerisierung als Target der 
ERKThr188-Autophosphorylierung als translationale Strategie zur Reduktion nukleärer ERK-Effekte her-
ausgearbeitet werden. Dies bietet die Möglichkeit ERK-vermittelte pathologische kardialer Hyper-
trophie und ERK-vermittelte Tumor-Proliferation zu behandeln, ohne kardiotoxische Nebenwirkun-






The mitogen-activated protein kinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2) link 
external stimuli with the intracellular response as the effector kinases of the Raf/MEK/ERK cascade. 
Therefore, they represent important key molecules in the context of cellular signal transduction. Nu-
merous studies proof the involvement of ERK1/2 in the development of pathological cardiac hyper-
trophy. However, ERK1/2 have also cardio-protective, anti-apoptotic properties in the heart. 
In this work, it could be shown that inhibition of catalytical ERK-activity using the MEK-inhibitor 
PD98059 leads to a reduced hypertrophic response in cardiomyocytes upon phenylephrine-stimu-
lation. At the same time, treatment of cardiomyocytes with PD98059 increased apoptosis in those 
cells. Therefore, inhibition of total ERK-activity is not feasible for the treatment of pathological car-
diac hypertrophy. Previous studies identified the autophosphorylation at threonine 188 (mouse 
ERK2) as a trigger for ERK-mediated hypertrophic growth. By increasing nuclear localization of ERK, 
this autophosphorylation leads to increased activation of nuclear ERK-targets and concomitant hy-
pertrophy. Interference with ERKThr188-phosphorylation could already successfully reduce pathologi-
cal hypertrophy in vivo and in vitro without influencing physiological heart growth or the cytosolic 
anti-apoptotic ERK-effects. One initial trigger of ERKThr188-phosphorylation is the dimerization of acti-
vated ERK. In this work, inhibition of ERK-dimerization and its consequences regarding pathological 
cardiac hypertrophy was tested. ERK-dimerization was endogenously inhibited using a self-gener-
ated peptide. In line with data obtained from a dimerization-deficient ERK2 mutant (ERK2-Δ4) the 
peptide was able to effectively reduce pathological cardiac hypertrophy in vivo and in vitro. Moreo-
ver, the peptide even reduced apoptotic cell death induced by ligation of the aorta. Mechanistically, 
the peptide reduces activation of nuclear ERK targets by inhibiting nuclear translocation of ERK. 
Since a dysregulation of the Raf/MEK/ERK cascade also promotes the development of tumors, the 
impact of inhibition of nuclear ERK effects on cancer cell proliferation was investigated. Interestingly, 
prevention of ERK-dimerization using the peptide efficiently reduced proliferation of colon cancer 
cell lines with different mutational levels. 
In this work, intervention of ERK-dimerization to target ERKThr188-autophosphorylation could success-
fully be proven as a translational strategy to circumvent nuclear ERK effects. This offers the possibility 
for the treatment of ERK-mediated pathological cardiac hypertrophy and ERK-mediated tumor pro-
















AAV  adeno-assoziierter Virus 
AC  Adenylylzyklase 
ACE  Angiotensin Converting Enzyme 
AKT  Proteinkinase B 
Ang II  Angiotensin II 
ANF  atrialer natriuretischer Faktor 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
A.U.  arbitrary units (Einheiten) 
Bad  Bcl-2 associated death promoter 
BAG1  Bcl-2 associated athanogene-1 
BCA  Bicinchoninsäure 
Bcl  B-cell lymphoma 
Bim  Bcl-2-interacting mediator of cell death 
BNP  B-Typ natriuretisches Peptid 
bp  Basenpaar(e) 
BrdU  Bromodesoxyuridin 
BSA  bovines Serum Albumin 
CaMKII  Calcium/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 
cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 
CBFHH-Puffer Ca2+-and bicarbonate-free Hanks' buffer with HEPES 
CCH  Carbachol 
COX-2  Cyclooxygenase-2 
DAG  Diacylglycerol 
DAPI  4′,6-Diamidino-2-phenylindol 
DC  Dünnschichtchromatographie 
DEAE  Diethylaminoethyl 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DMEM  Dulbecco's modified eagle's medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DNAse  Desoxyribonuklease 
dNTPs  Desoxyribonukleotidtriphosphate 
DPBS  Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
DUSP  dualspezifische Phosphatase 





E.coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF  epidermal growth factor 
Elk-1  E twenty six-like 1 transkription factor 
Epac  exchange protein directly activated by cAMP 
ERK  extrazellulär Signal-regulierte Kinase 
ET-1  Endothelin-1 
FCS  fetales Kälberserum 
FGF  fibroblast growth factor 
FS  systolische Verkürzungsfraktion, fractional shortening 
GATA4   GATA binding protein 4 
GDP  Guanosindiphosphat 
GEF  Guaninnukleotidaustauschfaktor 
GFP  green fluorescent protein 
gp  Glykoprotein 
GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
G-Protein GTP-bindendes Protein 
Grb2  growth factor receptor-bound protein 2 
GRK  G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase 
GSK3  Glykogensynthase-Kinase 3 
GTP  Guanosintriphosphat 
HA  Hämagglutinin 
HDAC  CaMKII-Histon-Deacetylase 
HE  Hämatoxylin-Eosin 
HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
IEG  immediate early gene 
Ig  Immunglobulin 
IGF  insulin-like growth factor 
IP3  Inositoltriphosphat 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IVS  intraventrikuläre Septumdicke 
JAK2  Janus-Kinase 2 
JNK  c-Jun N-terminale Kinase 
kb  Kilobasenpaar(e) 
Kon  Kontrolle 
KSR  kinase suppressor of Ras 
LB  lysogeny broth 
LVH  linksventrikuläre Hypertrophie 





LVID  linksventrikulärer Innendurchmesser 
MAP-2  microtubule associated protein 2 
MAPK  Mitogen–aktivierte Proteinkinase 
MBP  Myelin-Basisches Protein 
MEF2  myocyte enhancer factor 2 
MEK  MAPK/ERK Kinase 
MEM  Minimum Essential Medium 
MHC  myosin heavy chain 
MKP-1  MAPK-Phosphatase 1 
MLC-2  myosin light chain-2 
MLK3  mixed-lineage protein kinase 3 
MP1  MEK Partner 1 
MPTP  mitochondrial permeability transition pore 
mTOR  mammalian target of rapamycin 
n  Anzahl 
NES  nukleäre Exportsequenz 
NFAT  nuclear factor of activated T cells 
NFκB  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 
NGF  nerve growth factor 
NRCM  neonataler Rattenkardiomyozyt 
n.s.  nicht signifikant 
P  Signifikanzwert 
p  „Phospho-“ 
p90RSK p90 ribosomale S6 Kinase 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektophorese 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PDGF  platelet-derived growth factor 
PE  Phenylephrin 
PFA  Paraformaldehyd 
PI3K  Phosphoinositid-3-Kinase 
PKA  Proteinkinase A 
PKC  Proteinkinase C 
PLA  proximity ligation assay 
PLC  Phospholipase C 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
PTK  Protein-Tyrosin-Kinase 
PVDF  Polyvinylidendifluorid 





Pyk2  Pyruvatkinase 2 
Raf  rapidly accelerated fibrosarcoma 
Rap1  Ras-related protein 1 
Ras  rat sarcoma 
RGS2  regulator of G-Protein signaling 2 
RKIP  Raf kinase inhibitorisches Protein 
RNA  ribonucleic acid 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies 
RT  Raumtemperatur 
RTK  Rezeptortyrosinkinase 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
Sef  similar expression to fgf genes 
S.E.M.  Standardfehler 
SERCA2a  sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a 
SH2  src homology 2 
Shc  src homology 2 domain containing protein 
Sos  son of sevenless 
TAC  transverse Aortenkonstriktion 
TBS  Tris-buffered saline 
TCF  ternary complex factor 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TGF-β  transforming growth factor β 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TUNEL  Terminal dUTP Nick End-Labeling 
UBF  upstream binding factor 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
Wt  Wildtyp 
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